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1 ADIPOSITAS UND METABOLISCHES SYNDROM  
Übergewicht und Adipositas/Obesitas (lat.: obesus = fett; Fettleibigkeit) breiten sich in 
der Weltbevölkerung epidemisch aus und stellen ein wachsendes Problem dar. Nach 
Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) waren im Jahr 2008 weltweit über 
1,5 Milliarden Erwachsene übergewichtig, davon 500 Millionen adipös [1]. Alarmierend 
ist die Zunahme des Übergewichts vor allem im jungen Kindesalter [2]. Waren Überge-
wicht und Adipositas früher noch ein Problem der industrialisierten Länder, so hat sich 
in den letzten 20 Jahren die Prävalenz in Schwellen- und Entwicklungsländern mit 
Übernahme des westlichen Lebensstils dramatisch vervielfacht [1, 3]. Daten für 
Deutschland zeigen, dass 2003 jeder zweite Erwachsene übergewichtig (Männer: 
57,7 %; Frauen: 41,2 %) und ca. 13 % (Männer: 13,6 %; Frauen: 12,3 %) adipös waren 
[4]. Das nationale Gesundheitswesen wird jährlich durch Adipositas und deren assozi-
ierte Erkrankungen mit Kosten in Höhe von 13 Milliarden Euro belastet [5].  
Die Klassifizierung von Übergewicht und Adipositas basiert auf dem Body Mass Index 
(BMI), der als Quotient aus dem Körpergewicht (kg) und der quadrierten Körpergröße 
(m2) berechnet wird. Übergewicht besteht ab einem BMI von 25 kg/m2 während von 
Adipositas bei einem BMI von ≥ 30 kg/m2 gesprochen wird [4]. 
Adipositas ist assoziiert mit metabolischen Erkrankungen wie Insulinresistenz, Diabetes 
Mellitus Typ 2, arterieller Hypertonie, Störungen des Fettstoffwechsels (Dyslipidämie), 
Atherosklerose, Fettlebererkrankung und bestimmten Karzinomen [6-7]. Eine bedeut-
same Rolle kommt der Adipositas im komplexen Krankheitsbild, das als „metabolisches 
Syndrom“ (MetS) beschrieben wird, zu. Bereits 1988 konstatierte Reaven, dass die 
kardiovaskulären Risiken Hyperglykämie, Hypertonie und Dyslipidämie häufig gemein-
sam auftreten und fasste diese Trias als „Syndrom X“ oder auch „metabolisches Syn-
drom“ zusammen [8]. Über die Zeit wurden verschiedene Definitionen des MetS erar-
beitet [9]. Vor allem die abdominale Adipositas wurde zunehmend als Kriterium disku-
tiert und als Kernstück des MetS identifiziert [9-11]. Das MetS stellt einen Komplex aus 
Risikofaktoren dar und ist mit einem zweifach erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Er-
krankungen und einem fünffach höherem Risiko für Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert. 
Personen mit MetS haben außerdem eine 1,5fach erhöhte Gesamtsterblichkeit [9, 12-




AHA/NHLBI (American Heart Association; National Heart, Lung, and Blood Institute) 
liegt das MetS bei einer Person vor, wenn drei oder mehr der fünf folgenden Kriterien 
erfüllt sind [9]: 
• abdominale Adipositas (Taillenumfang populations- und länderspezifisch defi-
niert) 
• Hypertriglyzeridämie (≥ 150 mg/dl, 1,7 mmol/l) 
• erniedrigte HDL-Cholesterinspiegel  
(Männer: < 40 mg/dl, 1 mmol/l;  Frauen: < 50 mg/dl, 1,3 mmol/l) 
• Bluthochdruck (systolisch: ≥ 130 mmHg und / oder diastolisch: ≥ 85 mmHg) 
• erhöhte Nüchtern-Plasmaglukose (≥ 100 mg/dl, 5,6 mmol/l) 
 [bei Punkt zwei bis fünf gilt die medikamentöse Behandlung des jeweiligen Risi-
kofaktors als alternativer Indikator] 
Die zentrale Bedeutung der abdominalen Adipositas ist auf die verstärkte Freisetzung 
von Fettsäuren und die divergente Expression endokriner Botenstoffe im viszeralen 
Fettgewebe im Vergleich zum subkutanen zurückzuführen [10, 14]. Bei vorliegender 
Adipositas ist das Fettgewebe per se histologisch durch eine gesteigerte Infiltration mit 
Immunzellen, insbesondere Makrophagen, gekennzeichnet, die eine vermehrte 
Inflammationsreaktion bedingen [15-16]. Sowohl Adipozyten als auch Makrophagen se-
zernieren Hormone und Zytokine, die als „Adipokine“ bezeichnet werden und maßgeb-
lich Körpergewicht, Lipidmetabolismus, Blutdruck, Entzündungen sowie die Entstehung 
von Insulinresistenz und Atherosklerose beeinflussen. Beispielhafte Vertreter der 
Adipokine sind Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), Interleukin-6 (IL-6), C-reaktives Prote-
in (CRP), Adiponectin, Leptin, Chemerin, Omentin und Resistin [7, 17]. Vor allem Per-
sonen mit viszeraler Adipositas weisen erhöhte Serumspiegeln der Entzündungsmarker 
CRP, TNF-α und IL-6 auf [10, 18]. Diese systemische Entzündung, die ihren Ursprung 
im Fettgewebe hat, ist assoziiert mit endothelialer Dysfunktion, kardiovaskuläen Erkran-
kungen, Insulinresistenz sowie einem erhöhten Diabetesrisiko [7, 17]. 
 
1.1 Diabetes Mellitus Typ 2 
Diabetes mellitus ist eine durch chronische Hyperglykämie gekennzeichnete komplexe 




oder Insulinwirkung zurückzuführen ist. Als primäres Diagnostikum wird der HbA1c her-
angezogen, sofern mit keiner Verfälschung des Wertes zu rechnen ist. Ein manifester 
Diabetes liegt ab einem HbA1c von 6,5 % vor sowie bei HbA1c-Werten zwischen 5,7 % 
und 6,4 % wenn gleichzeitig die venöse Plasmaglukose nüchtern 126 mg/dl (7 mM) und 
postprandial 200 mg/dl (11,1 mM, zwei Stunden nach oraler Glukosebelastung von 
75 g) überschreitet [19]. Zurzeit sind weltweit 366 Millionen Menschen von der Stoff-
wechselerkrankung betroffen und anhand der steigenden Tendenz wird eine Zunahme 
auf über 500 Millionen für das Jahr 2030 prognostiziert [20]. 
Nach nosologischer Klassifikation werden folgende Typen des Diabetes mellitus unter-
schieden: Typ 1 Diabetes (immunologisch vermittelt oder idiopathisch), Typ 2 Diabetes, 
andere spezifische Diabetes-Typen (z.B. vermittelt durch genetische Defekte der β-Zell-
Funktion oder der Insulinwirkung) und Gestationsdiabetes [21]. 
Der Typ 2 Diabetes (T2D) stellt mit 85-90 % die häufigste Form des Diabetes mellitus 
dar [22]. Die Mehrheit der Patienten mit T2D ist übergewichtig oder adipös. Die weltwei-
te Zunahme des T2D ist somit über eine Zunahme der Adipositas-Prävalenz zu erklären 
[3]. Die Manifestation eines T2D ist abhängig von der genetischen Prädisposition eines 
Menschen im Zusammenspiel mit Umwelt- und Lebensstilfaktoren. Die Bedeutung der 
genetischen Determinante zeigt sich in Beobachtungsstudien mit eineiigen Zwillingen, 
die in 90 % der Fälle beide einen T2D entwickeln [23]. In den letzten Jahren wurden im 
Rahmen genomweiter Assoziationsstudien Sequenzvarianten (SNP: single nucleotide 
polymorphism) identifiziert, die das Risiko für die Entstehung eines T2D erhöhen 
(TCF7L2, SLC30A8, IGF2BP2, KCNQ1) [24-26]. Eine falsche Ernährung, mangelnde 
körperliche Aktivität, Übergewicht und ein zunehmendes Lebensalter bestimmen somit 
in Kombination mit der genetischen Prädisposition das Gesamtrisiko für einen T2D [27].  
Die Pathophysiologie des T2D beruht auf einer bestehenden Insulinresistenz, die als 
verminderte Sensitivität von Muskulatur, Leber und Fettgewebe auf Insulin definiert ist, 
sowie einer gestörten Insulinsekretion. Im Frühstadium der Erkrankung kompensiert die 
pankreatische β-Zelle über eine gesteigerte Insulinsekretion (Hyperinsulinämie) die 
mangelnde Insulinwirkung an den Zielorganen zur Gewährleistung der Glukose-
homöostase [28].  Eine dauerhafte Mehrsekretion an Insulin kann nicht aufrechterhalten 
werden, so dass es zu einer fortschreitenden β-Zell-Dysfunktion kommt, die über die 
Zeit in einer gestörten Glukosetoleranz, einer erhöhten Nüchternglukose und schließlich 




sistenz wird unter anderem über Mediatoren des Fettgewebes induziert. Eine hohe 
lipolytische Aktivität im viszeralen Fettgewebe bedingt bei Personen mit abdominaler 
Adipositas die vermehrte Freisetzung von Fettsäuren in die Zirkulation [14, 30-31]. Un-
tersuchungen zeigen, dass die akute als auch chronische Erhöhung dieser freien Fett-
säuren im Plasma zur Ausbildung einer Insulinresistenz führt. Dabei wurde eine Hem-
mung des Glukosetransport, der Glykogensynthese und der Glukoseoxidation beobach-
tet [28, 31-32]. Zudem führen chronisch erhöhte Plasmakonzentrationen an Glukose 
(Hyperglykämie) und freien Fettsäuren über eine Induktion der Apoptose in den β-
Zellen zur Zerstörung der β-Zell-Masse und damit zur beeinträchtigen Insulinsekretion 
(Glukotoxizität und Lipotoxizität) [33]. Die Adipokine TNF-α und IL-6 sind ebenfalls an 
der Ausbildung einer Insulinresistenz über die Aktivierung der c-Jun N-terminale Kinase 
(JNK) und IkB-Kinase-β (IKK-β) beteiligt [34]. Die Insulinwirkung wird über die Bindung 
an den Insulinrezeptor vermittelt, wodurch neben einer Autophosphorylierung eine Ty-
rosin-Phosphorylierung verschiedener intrazellulär gelegener Insulin-Rezeptor-
Substrate vermittelt wird. Eine dadurch induzierte Aktivierung der Phosphatidylinositol 
3-Kinase (PI3K) führt über die Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt) zur Translo-
kation des Glukosetransporter GLUT4 in die Zellmembran [35-36]. Dieser Insulin vermit-
telte Signalprozess wird durch die genannten inflammatorischen Stimuli, die eine 
inhibitorische Serin-Phosphorylierung des Insulin-Rezeptor-Substrat-1 bewirken, ge-
hemmt [6, 37-39]. Als Konsequenz dieser Insulinresistenz entsteht eine verminderte 
Glukoseverwertung in Muskulatur und Fettgewebe, sowie eine Steigerung der Lipolyse 
und der hepatischen Glukoneogenese [22, 28]. 
Die beim nicht oder unzureichend therapierten Diabetes mellitus vorliegende Hypergly-
kämie ist in Kombination mit assoziierten Komorbiditäten (Bluthochdruck und 
Dyslipidämie) ein Risikofaktor für Gefäßkomplikationen. Unterschieden wird bei diesen 
in Schäden der großen (Makroangiopathie) und der kleinen Blutgefäße (Mikroangio-
pathie). Mikroangiopathien betreffen vor allem Augen, Nieren und Nervensystem (dia-
betische Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie). Zu den makrovaskulären Fol-
geerkrankungen zählen die koronare Herzkrankheit, periphere arterielle Verschluss-
krankheit und zerebrovaskuläre Insuffizienz [40]. Die Therapie des T2D wird in Deutsch-
land entsprechend den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft durchgeführt 
(DDG). Nach Diagnose der Erkrankung erfolgt neben einer Ernährungs- und Bewe-




ziel wird in Deutschland ein HbA1c von ≤ 6,5 % angestrebt. Zur Erreichung dessen ist 
ein Stufenplan mit verschiedenen oralen Antidiabetika bis hin zur Insulintherapie vorge-
sehen [41].  
 
1.2 Dyslipoproteinämie 
Der T2D ist häufig von einer Fettstoffwechselstörung (diabetische Dyslipoproteinämie) 
begleitet. Charakteristisch für diese diabetische Dyslipoproteinämie sind erhöhte 
Triglyzerid- und erniedrigte HDL-Cholesterin-Konzentrationen im Plasma sowie ein 
vermehrter Anteil „kleiner-dichter“ LDL-Partikel („small dense“ LDL) und funktionell ver-
änderte HDL-Partikel [42-44]. Der näheren Erläuterung der Ursachen der diabetischen 
Dislipoproteinämie ist ein kurzer Überblick über die Lipoproteine und deren Metabolis-
mus beim gesunden Menschen vorangestellt.    
 
Lipoproteine und Lipoproteinmetabolismus 
Lipide zirkulieren im Blut in Form von Plasmalipoproteinen. Diese Lipid-Protein-
Komplexe lassen sich entsprechend ihrer Zusammensetzung an Triglyzeriden, Choles-
terin, Phospholipiden und Proteinen (Apolipoproteinen) sowie Dichte und Größe in ver-
schiedene Fraktionen einteilen (Tabelle 1). Chylomikronen und VLDL-Partikel (VLDL: 
very low density lipoprotein) zählen zu den triglyzeridreichen Lipoproteinen. Die LDL-
(LDL: low density lipoprotein) und HDL-Partikel (HDL: high density lipoprotein; HDL2, 
HDL3) zeichnen sich durch einen niedrigen Triglyzeridgehalt aus. Apolipoproteine (Apo) 
nehmen über die Stabilisierung der Lipoproteine, die Vermittlung von Rezeptor-
bindungen und die Aktivierung von Enzymen eine wichtige Funktion im Metabolismus 
der Lipoproteine ein [45]. 
Der Stoffwechsel der Lipoproteine gliedert sich in eine exogene und eine endogene 
Kaskade. Mit der Nahrung zugeführte Triglyzeride und Cholesterin werden in den 
Enterozyten zusammen mit ApoB-48 zu Chylomikronen synthetisiert und anschließend 
in die Lymphe abgegeben. Die gefäßendothelständige Lipoproteinlipase (LPL) 
hydrolysiert die Triglyzeride der Chylomikronen zu freien Fettsäuren, die von Muskulatur 
und Fettgewebe aufgenommen werden. Es verbleiben cholesterinreiche Chylo-




Receptor-related Protein (Lrp) erfolgt. Bei Bedarf (Nahrungskarenz) erfolgt in der Leber 
die Synthese von VLDL-Partikeln, die extrahepatische Gewebe mit endogen syntheti-
siertem Cholesterin und Triglyzeriden versorgen. Eine entscheidende Rolle bei der 
VLDL-Synthese übernimmt das microsomal triglycerid transfer protein (MTP) [46]. In der 
Zirkulation werden 90 % der Triglyzeride des VLDL unter Abgabe freier Fettsäuren 
durch die LPL hydrolysiert. Die verbleibenden VLDL-Remnants werden direkt über die 
Leber eliminiert oder zu IDL (intermediate density lipoprotein) und LDL unter Einwirkung 
der LPL und der hepatischen Lipase (HL) überführt. LDL-Partikel sind die Haupttrans-
porter des Cholesterins im Plasma und werden über die Bindung von ApoB-100 an 
LDL-Rezeptoren und Lrp von den Gewebszellen internalisiert. Über eine negative 
Rückkopplung werden bei steigendem intrazellulärem Cholesteringehalt die de novo 
Cholesterinsynthese und der LDL-Uptake supprimiert [47]. Beim Vorliegen hoher LDL-
Plasma-Konzentrationen oder nach Modifikationen (z.B. oxidiertes LDL) können die 
LDL-Partikel ebenfalls über Scavenger-Rezeptoren aufgenommen werden. Im Gegen-
satz zum LDL-Rezeptor unterliegt dieser Transportweg keinem Cholesterin-abhängigen 
Rückkopplungsmechanismus, sodass eine Überladung der Zellen mit Cholesterin auf-
treten kann [48-49]. Der Rücktransport des Cholesterins aus peripheren Geweben und 
Makrophagen zur Leber wird als „reverser Cholesterintransport“ (rCT) bezeichnet und 
über HDL-Partikel realisiert. Vorstufen des HDL (naszierendes HDL), die als Apolipo-
proteine A-1, A-2 und E enthalten, werden vorwiegend unter Einwirkung des ATP-
binding casette transporter-1 (Abca-1) mit zellulärem Cholesterin beladen (Cholesterin-
Efflux). In die Reifung des naszierenden HDL zu größeren HDL3- und HDL2-Partikeln ist 
die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferse (LCAT), welche freies Cholesterin verestert, be-
teiligt. Die Cholesterinester des HDL2 werden durch das Cholesterinester-Transfer-
protein (CETP) im Austausch gegen Triglyzeride auf ApoB-haltige Lipoproteine transfe-
riert und auf diesem Wege über hepatische LDL-Rezeptoren aufgenommen. In der Le-
ber kann das Cholesterin über den Umbau zu Gallensäuren eliminiert oder in geringerer 
Menge in freier Form ausgeschieden werden [45, 50-51]. Die HDL-Partikel wirken über 
ihre Rolle im rCT maßgebend atheroprotektiv. Zudem werden für das HDL anti-





Tabelle 1: Eigenschaften und Zusammensetzung der Lipoproteine; VLDL = very low density lipo-
protein, IDL = intermediate density lipoprotein, LDL = low density lipoprotein, HDL = high density lipo-
protein; [45] 
 Chylomikronen VLDL IDL LDL HDL2 HDL3 
Dichte [kg/l] <1,000 <1,005 <1,019 <1,063 <1,125 <1,210 
Durchmesser [nm] <104 50 30 21 10 8 
MG [MDa] >150 5-130 3,5 2,5 0,36 0,2 
Haupt-Apolipoprotein B48, C, E B100, C, E B100, E B100 A1, A2 A1, A2 
Protein [%] 2 10 17 23 42 56 
Triglyzeride [%] 90 54 20 4 5 3 
Cholesterin gesamt [%] 3 20 43 52 18 18 
 
Diabetische Dyslipoproteinämie 
In der Pathogenese der diabetischen Dyslipoproteinämie spielt die Insulinresistenz eine 
zentrale Rolle. Die erhöhten Triglyzeridkonzentrationen sind das Resultat einer gestei-
gerten Synthese und Sekretion triglyzeridreicher VLDL-Partikel. In den VLDL-Partikeln 
wird neben Triglyzeriden auch Cholesterin transportiert, so dass ebenso eine Erhöhung 
des Gesamtcholesterins zu beobachten ist. Infolge der reduzierten Insulinwirkung im 
Fettgewebe kommt es zur verminderten Suppression der Lipolyse und damit zu einer 
erhöhten Freisetzung freier Fettsäuren in die Zirkulation. Eine hepatische Akkumulation 
dieser begünstigt die Entstehung einer Fettleber (nicht-alkoholische Fettlebererkran-
kung) [42, 56]. Gleichzeitig führen die freien Fettsäuren über die Induktion des MTP zur 
gesteigerten VLDL Synthese [57-59]. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die 
Expression von MTP bei Adipositas und Hypertriglyzeridämie sowie Diabetes mellitus 
erhöht ist [60-61]. Darüber hinausgehend hemmt Insulin die VLDL-Synthese 
und -Sekretion bei Insulin-sensitiven Personen über eine vermehrte ApoB Degradierung 
und Inhibition des MTP [62-63]. Folglich ist die vermehrte Sekretion triglyzeridreicher 
VLDL Ausdruck einer hepatischen und peripheren Insulinresistenz, die über den ver-
stärkten Zufluss freier Fettsäuren vermittelt wird (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und diabetischer Dyslipoproteinämie
nommen aus [56]; IR = Insulinresisten
SD = small dense 
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1.3 Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung 
Nicht-alkoholische Fettlebererkrankungen (NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease) 
weisen eine starke Assoziation mit Adipositas, Dyslipoproteinämie, Insulinresistenz, 
T2D sowie Bluthochdruck auf und werden demnach als hepatische Manifestation des 
MetS erachtet [73-75]. Der Begriff der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung umfasst 
sowohl die Lebersteatose (NAFL: non-alcoholic fatty liver) als auch die Steatohepatitis 
(NASH: non-alcoholic steatohepatitis), welche unabhängig vom Alkoholkonsum entste-
hen und die langfristig die Ausbildung einer Zirrhose oder eines hepatischen Karzinoms 
bedingen können. Die Arbeitsdiagnose einer NAFLD kann sonographisch anhand einer 
Lebervergrößerung sowie anhand erhöhter Leberenzymkonzentrationen (ALAT, ASAT, 
GGT) im Serum gestellt werden. Jedoch weisen 80 % der Patienten eine asymptoma-
tische NAFLD auf, so dass lediglich eine Leberbiopsie das Vorliegen der Erkrankung 
gesichert belegt. Als Ursachen der Steatose sind die durch Insulinresistenz bedingte 
Akkumulation freier Fettsäuren und das gleichzeitig bestehende Ungleichgewicht zwi-
schen de novo Lipidsynthese und hepatischem Fettsäure-Katabolismus (β-Oxidation) 
bekannt. Periphere und hepatische Insulinresistenz führen zu einer chronischen Hyper-
glykämie und Hyperinsulinämie, welche synergistisch die Umwandlung der Glukose in 
Fettsäuren (de novo Lipogenese) forcieren [74-77]. Der durch die Steatose („first hit“) 
induzierte oxidative Stress mit Ausbildung einer mitochondrialen Dysfunktion, verstärk-
ter Lipidperoxidation und Inflammation („second hits“) kann zur Entstehung einer NASH 
führen („two hit model“) [75, 78]. Das übermäßige Angebot an freien Fettsäuren über-
schreitet hierbei die oxidative Kapazität der Mitochondrien, so dass Fettsäuren zudem 
in den Peroxisomen (β-Oxidation) und dem endoplasmatischen Retikulum (Cytochrom 
P450 Enzyme: CYP2E1 und CYP4A; ω-Oxidation) oxidiert werden. Im Zuge dieser al-
ternativen Oxidationswege kommt es zur verstärkten Bildung reaktiver Sauerstoffspezi-
es (ROS: reactive oxygen species), welche wiederrum eine vermehrte Lipidperoxidation 
bedingen. Oxidativer Stress der Zellen (ROS und Lipidperoxidation) führt bei ungenü-
gender antioxidativer Kapazität zur Zerstörung von zellulären Makromolekülen 
(nukleäre und mitochondriale DNA) sowie Phospholipidmembranen und induziert 
Inflammation, Nekrose und Apoptose. ROS induzieren NFκB-abhängig die Produktion 
von TNF-α und weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen [74-75]. Entsprechend wei-
sen Patienten mit einer NASH im Vergleich zu denen mit einer Steatose signifikant hö-




durch ROS und Lipidperoxidation kommt in der verstärkten Freisetzung von Kollagen 
und fibrinogenen Zytokinen (z.B. TGF-1β) zum Tragen. Des Weiteren induziert der 
oxidative Stress eine hepatozytäre Apoptosereaktion, die über eine Kupfferzell-
abhängige Phagozytose ebenfalls die Fibrogenese fördert [74-75]. 
 
1.4 Atherosklerose 
Die Atherosklerose stellt eine progressive chronisch-entzündliche Erkrankung dar [80], 
die zu Gefäßschädigungen in Form von Verhärtung, Verdickung, Lumeneinengung und 
Elastizitätsverlust führt. Atherosklerotische Veränderungen manifestieren sich klinisch in 
Form von koronarer Herzkrankheit sowie zerebrovaskulären Erkrankungen, welche die 
führenden Todesursachen in den Industrienationen darstellen [81-83]. Die Entstehung 
der Atherosklerose (Atherogenese) wird durch eine Vielzahl an Risikofaktoren, wie Al-
ter, familiäre Disposition, Adipositas, Diabetes, Hypercholesterinämie (insbesondere er-
höhtes LDL- und erniedrigtes HDL-Cholesterin), Hypertonie und Rauchen begünstigt 
[82]. Gekennzeichnet ist die Atherosklerose durch Lipideinlagerungen und Ansamm-
lungen glatter Muskelzellen in der Gefäßintima bei gleichzeitiger Infiltration dieser mit 
Makrophagen, die zur Formation atherosklerotischer Plaques führen. 
Das Frühstadium der Atherogenese ist geprägt von einer endothelialen Dysfunktion 
[80], die sich durch eine Risikofaktoren-bedingte Endothelschädigung mit erhöhter Per-
meabilität und Einlagerung von LDL-Cholesterin in der subendendothelialen Matrix aus-
zeichnet. Die LDL-Partikel können über Oxidationsreaktionen modifiziert werden, wo-
durch eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird [82, 84]. Oxidiertes LDL (oxLDL) indu-
ziert die Expression von Adhäsionsmolekülen, chemotaktischen Faktoren (z.B. MCP-1: 
Monocyte Chemotactic Protein-1) sowie Wachstumsfaktoren und hemmt die Produktion 
des gefäßprotektiven NO [82, 85-86]. „Advanced glycosylation endproducts” (AGEs), 
die beim Diabetes mellitus durch nichtenzymatische Glykierung von Proteinen entste-
hen, sind ebenfalls in der Lage entzündliche Prozesse der Gefäßwand zu induzieren 
[87-88]. Selektine (P-selectin, E-selectin), chemotaktische Faktoren sowie die Adhäsi-
onsmoleküle ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell 
adhesion molecule-1) vermitteln die Rekrutierung von Monozyten und deren Migration 
in die Intima. Unter dem Einfluss von M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) 




makrophagen nehmen das oxLDL über Scavenger Rezeptoren (z.B. SR-A und CD36), 
deren Expression unter anderem durch Zytokine wie TNF-α reguliert wird, auf [82, 90]. 
Die daraus folgende Anhäufung von Cholesterin in den Makrophagen führt zur 
Schaumzellenbildung, es entstehen makroskopisch sichtbare „fatty streaks“. Begleitet 
wird dieser Vorgang von einer Proliferation glatter Muskelzellen und einer Bindege-
websneubildung, hervorgerufen durch die von Makrophagen und T-Lymphozyten frei-
gesetzten Zytokine und Wachstumsfaktoren. Glatte Muskelzellen migrieren aus der 
Media in die Intima und bilden zusammen mit Fibroblasten und extrazellulärer Matrix 
eine fibröse Kappe über der Läsion. Im weiteren Verlauf kann es zur Degradierung von 
extrazellulärer Matrix und der fibrösen Kappe infolge proteolytischer Enzyme (z.B. 
Metalloproteinasen) kommen. Eine erhöhte Instabilität und Rupturneigung des Plaques 
ist die Folge. Eine Ruptur geht mit der Aggregation von Thrombozyten einher und führt 
über den thrombotischen Gefäßverschluss zu einem Myokardinfarkt oder Schlaganfall 
[80, 82, 91-93]. 
 
2 INKRETINE 
Inkretine sind gastrointestinale Hormone, die infolge der Nahrungsaufnahme von 
enteroendokrinen Zellen sezerniert werden und die Insulinfreisetzung stimulieren [94]. 
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts gab es Hinweise auf die Existenz von im Darm 
gebildeten Faktoren, die die Sekretion des endokrinen Pankreas fördern und darüber 
den Blutzuckerspiegel regulieren können [95-96]. Erst 1960 mit der Entwicklung des 
Radioimmunoassays zur exakten Bestimmung von Insulin konnte die Wirkung der 
Inkretine und damit das Bestehen der entero-insulären Achse bestätigt werden [94, 97]. 
Es wurde gezeigt, dass bei Erzielung gleicher Blutglukosespiegel eine orale Gabe von 
Glukose in einer stärkeren Insulinantwort resultiert als eine intravenöse Gabe [98-99]. 
Das beobachtete Phänomen wurde als „Inkretineffekt“ bezeichnet [100] (Abbildung 2). 
Man geht davon aus, dass 50-70 % der Insulinsekretion nach einer oralen Glukose-
belastung auf die insulinotrope Wirkung der Inkretine an der β-Zelle entfallen [101-102]. 
Unter den bisher identifizierten Inkretinen stellen GIP (Glucose-dependent insulinotropic 
Polypeptide) und GLP-1 (Glucagon-like Peptide-1) die wichtigsten Vertreter dar und 






Abbildung 2: Inkretineffekt bei gesunden Personen; Insulinspiegel nach oraler und intravenöser 
Glukosegabe; entnommen aus [105] 
 
2.1 Glucagon-like Peptide-1 
2.1.1 Synthese und Sekretion 
Synthese 
Die Sequenz des GLP-1 ist im Proglukagon-Gen kodiert [106-107]. Dieses Gen ist auf 
dem langen Arm des Chromosoms 2 lokalisiert und wird im endokrinen Pankreas, Darm 
und Gehirn exprimiert. Die posttranslationale Prozessierung des Proglukagonmoleküls 
unterscheidet sich gewebespezifisch [108-111] (Abbildung 3). In den α-Zellen des 
Pankreas werden durch die Prohormonconvertase 2 (PC2) aus dem Proglukagon 
glicentin-related pancreatic peptide (1-30) (GRPP), Glukagon (33-61), intervening pep-
tide 1 (64-69) (IP1) und das major pancreatic proglucagon fragment (72-158) (MPGF) 
gebildet [112]. Die PC2 gilt als essentielles Enzym für die Generierung von Glukagon 
[113-114]. Das MPGF beinhaltet die Sequenzen des GLP-1 sowie GLP-2 (Glucagon-
like Peptide-2) und wird unter normalen Bedingungen im Pankreas nicht weiter zu die-
sen Peptiden aufgespalten [112]. Die Hauptmenge an GLP-1 wird in den enteroendo-
krinen L-Zellen distaler Darmabschnitte gebildet [115]. Im Darm als auch in verschiede-
nen Neuronen des Gehirns erfolgt die Prozessierung des Proglukagon über die 
Prohormonconvertase 1/3 (PC1/3) [111, 116]. Die Spaltung durch die PC1/3 führt zur 
Generierung von Glicentin (1-69), GLP-1 (72-108), intervening peptide 2 (111-123) (IP2) 




modulin (33-69) [112]. Die essentielle Bedeutung der PC1/3 zeigt sich anhand von in 
vivo Untersuchungen, in denen der Knockout des Enzyms zu einer fehlenden Bildung 
des GLP-1 führt [116]. Das prozessierte GLP-1 (Proglukagon 72-108) besitzt zunächst 
37 Aminosäuren (GLP-1; 1-37) und ist biologisch inaktiv. Erst mit Abspaltung der sechs 
N-terminalen Aminosäuren entsteht das aktive GLP-1 (7-37). Zum überwiegenden Teil 
wird die C-terminale Aminosäure (Glycin) des GLP-1 (7-37) abgetrennt und die neue C-
terminale Aminosäure Arginin amidiert [117]. Beide Hormone GLP-1 (7-37) und GLP-1 
(7-36amid) haben die gleiche biologische Aktivität [118]. Beim Menschen liegen nach 
Sekretion intestinal  80 % des Inkretins als GLP-1 (7-36amid) und 20 % als GLP-1 (7-
37) vor [119]. Die Aminosäuresequenz des GLP-1 ist zwischen den verschiedenen 
Säugetieren Mensch, Schwein, Rind, Ratte und Maus zu 100 % identisch und zeigt eine 
hohe Homologie zum GLP-1 bei niederen Vertebraten [120]. 
 
 
Abbildung 3: gewebespezifische posttranslationale Prozessierung des Proglukagon; Nummern am 
Proglukagon bezeichnen Aminosäurepositionen; Prozessierung durch Prohormonconvertasen an den 
hervorgehobenen Aminosäuren Lysin (K) und Arginin (R); GRPP = glicentin-related pancreatic peptide; 
IP1 und IP2 = intervening peptides; GLP = glucagon-like peptide; erstellt anhand [112, 121-122] 
 
Sekretion 
Die GLP-1 Freisetzung wird durch Nahrungsbestandteile stimuliert. Der basale Plasma-
spiegel des GLP-1 beim Menschen beträgt 5-10 pM und steigt nach Nahrungsaufnah-




zung von GLP-1 stimulieren [124-125]. Welcher molekulare Mechanismus der GLP-1 
Sekretion zu Grunde liegt, ist noch nicht vollständig verstanden. Für die biphasische 
Sekretion wird ein Zusammenspiel aus neuronalen Signalen, hormonalen Mediatoren 
und den Nahrungskomponenten diskutiert [125-127]. Die rasche Freisetzung des GLP-1 
nach der Nahrungsaufnahme (15-30 min) wird vermutlich über neuronale Signale und 
hormonale Mediatoren vermittelt [120]. Die Dichte der GLP-1 produzierenden L-Zellen 
im Dünndarm- und Dickdarm steigt von proximal nach distal an [128]. Auf dieser Be-
obachtung aufbauend basiert die Annahme, dass der direkte Kontakt der L-Zellen mit 
den Nahrungskomponenten den zweiten verzögerten Peak der GLP-1 Sekretion (30-60 
min) bewirkt [120]. In Ratten L-Zellen konnte eine Steigerung der GLP-1 Freisetzung 
durch Darmpeptide (GIP, CGRP: calcitonin gene related peptide, GRP: gastrin 
releasing peptide) und den Neurotransmitter Bethanecol gezeigt werden. Eine Inhibition 
der Sekretion ist dahingegen unter Somatostatin zu verzeichnen [129-130]. Die Stimula-
tion der GLP-1 Ausschüttung durch GIP, wie sie in L-Zellkulturen [129-130] und in vivo 
bei Ratten [131] beschrieben wird, lies sich bisher noch nicht für den Menschen nach-
weisen [132-133]. Es bedarf weiterer Untersuchungen zur ganzheitlichen Aufklärung 
der nutritiven, endokrinen und neuralen Regulation der GLP-1 Sekretion. 
 
2.1.2 Metabolismus 
Das aktive GLP-1 (7-36amid und 7-37) besitzt eine sehr kurze Plasmahalbwertszeit von 
ein bis zwei Minuten [134-135]. Sowohl GLP-1 als auch GIP werden von der Dipeptidyl-
peptidase-4 (DPP4) degradiert [136]. Mentlein et al. zeigten 1993 erstmals, dass beide 
Inkretine in vitro durch humane Plazenta-DPP4 der Abspaltung von zwei N-terminalen 
Aminosäuren unterliegen. Aus der Inkubation der Peptide mit humanem Serum resul-
tierten die gleichen Spaltprodukte, deren Bildung durch spezifische DPP4-Inhibitoren 
blockiert werden konnte [137]. Diese Daten wurden von Deacon et al. (1995) gestützt, 
die nach intravenöser und subkutaner Gabe von GLP-1 (7-36amid) den Metaboliten 
GLP-1 (9-36amid) im menschlichen Serum nachweisen konnten [138]. Sowohl GLP-1 
als auch GIP weisen in der Aminosäuresequenz Alanin an zweiter Position auf und stel-
len daher ein geeignetes Substrat für die DPP4 dar [136]. Entsprechend entstehen nach 
DPP4-abhängiger Abspaltung von Histidin und Alanin aus den aktiven GLP-1 Formen 




Die DPP4, auch bekannt als CD26, wird als membrangebundenes Enzym in unter-
schiedlichen Geweben exprimiert (Niere, Plazenta, Leber, Pankreas) und existiert zu-
dem als lösliche Form im Plasma [136]. Das Vorkommen der DPP4 in der Bürsten-
saummembran der Enterozyten im Darm, im vaskulären Endothelium und im Plasma 
erklärt den schnellen Abbau des aktiven GLP-1 und damit die Tatsache, dass der Groß-
teil des in der Blutbahn zirkulierenden GLP-1 in metabolisierter Form vorliegt [140]. We-
niger als 25 % des sezernierten GLP-1 erreicht in aktiver Form die Leber, wo weitere 
40-50 % degradiert werden, so dass lediglich 10-15 % des gebildeten aktiven GLP-1 in 
die posthepatische Zirkulation gelangt [112, 134]. Neben der Spaltung durch DPP4 
kann aktives GLP-1 auch durch die Endopeptidase 24.11 (NEP 24.11), einer membran-
gebunden Ektopeptidase, inaktiviert werden [141]. Der Metabolit GLP-1 (9-36amid), der 
eine sehr geringe Affinität zum GLP-1 Rezeptor aufweist, zeigt in vitro eine schwache 
antagonistische Wirkung an diesem [142], die sich jedoch beim Menschen nicht nach-
weisen lässt [143-144]. Eine weitere Ursache der kurzen Plasmahalbwertszeit des akti-
ven GLP-1 liegt in der Ausscheidung des Hormons über die Niere. Es werden sowohl 
aktives als auch metabolisiertes GLP-1 renal eliminiert [135, 145]. 
 
2.1.3 Physiologische Wirkungen des GLP-1 
Gemäß den Kriterien für ein klassisches Inkretinhormon stimuliert GLP-1 die Insulinse-
kretion. Dieser insulinotrophe Effekt ist Glukose-abhängig, wie erstmals 1985 von 
Schmidt et al. beschrieben und seitdem mehrfach bestätigt wurde [146-149]. Weiterhin 
trägt GLP-1 über die Inhibierung von Appetit, Magenentleerung und Glukagonsekretion 
zur Regulation der Glukosehomöstase bei [123]. Vermittelt werden diese Wirkungen 
über den GLP-1 Rezeptor, der zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
mit sieben Transmembranregionen gehört [150]. Der GLP-1 Rezeptor wird in den α-, β,- 
und δ-Zellen des Pankreas [151-153], in Magen, Lunge, Niere, Herz und in verschiede-
nen Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert [154-156]. Die 
Existenz des GLP-1 Rezeptors in Leber, Skelettmuskel und Fettgewebe ist umstritten 
und vermutlich Spezies-abhängig [154-160]. Der Rezeptor weist eine hochspezifische 
Bindung für GLP-1 auf [150, 161] und ist zwischen Mensch und Ratte zu über 90 % 
homolog [162]. Ein Knockout des GLP-1 Rezeptors führt zu einer gestörten 




sulinsekretion [163]. Im Speichel der Echse Heloderma suspectum wurden zwei Peptide 
(Exendin-4 (1-39) und Exendin (9-39) identifiziert, die ebenfalls mit hoher Spezifität vom 
GLP-1 Rezeptor gebunden werden. Exendin-4 (1-39) wurde als starker Agonist und 
Exendin (9-39) als Antagonist des Rezeptors charakterisiert [162, 164-165]. 
Im Folgenden werden die pankreatischen und extrapankreatischen Wirkungen des 
GLP-1 näher beschrieben (Abbildung 4). 
 
 
Abbildung 4: physiologische Effekte des GLP-1; GI = gastrointestinal; entnommen aus [115] 
 
2.1.3.1 Pankreatische Wirkungen 
Die Bindung des GLP-1 an den Rezeptor der β-Zelle stimuliert über eine G-Protein-
Interaktion die Adenylat-Cyclase. Die daraus resultierende gesteigerte Konzentration 
des „second messenger“ cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) führt zur Aktivie-
rung der Proteinkinase A (PKA) und des Epac2 (cAMP-regulated guanine nucleotide 
exchange factor II). Eine Modulation der Ionenkanäle, mit nachfolgender Membrande-
polarisierung und einem Calcium-Einstrom in die Zelle sind die Folge. Erhöhte Calcium-
Konzentrationen führen in der β-Zelle zur Exozytose der Insulingranula [112, 166-167]. 
Neben der Insulinsekretion stimuliert GLP-1 ebenfalls Glukose-abhängig die Insulinpro-
duktion über eine verstärkte Genexpression des Proinsulin [168]. Die Effekte des GLP-1 




vermittelt [112, 169]. Ferner inhibiert GLP-1 die Glukagon- und aktiviert die 
Somatostatinsekretion [170]. Die Hemmung der Glukagonfreisetzung ist noch nicht voll-
ständig geklärt. Neben den parakrinen inhibitorischen Effekten von Insulin und 
Somatostatin [171] wird eine direkte Hemmung der Glukagonsekretion durch GLP-1 
diskutiert [112]. Die Hemmung der Glukagonfreisetzung erfolgt ebenfalls in Abhängig-
keit vom Blutglukosespiegel. Bei Absinken in hypoglykämische Bereiche entfällt die 
inhibitorische Wirkung des GLP-1 und die homöostatische Gegenregulation des 
Glukagon bleibt erhalten [172]. Weiterhin werden positive Effekte des GLP-1 auf die 
β-Zellmasse beschrieben. Versuche mit humanen Inselzellen [173] und in vivo Studien 
mit Nagern [174-175] zeigen eine Stimulation der β-Zellproliferation sowie anti-
apoptotische Effekte unter GLP-1. Es konnte außerdem mehrfach gezeigt werden, dass 
GLP-1 die Differenzierung embryonaler Stammzellen in Insulin-produzierende Zellen 
initiiert [176-178]. Der Transkriptionsfaktor PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox 
gene 1) nimmt sowohl bei der Vermittlung der proliferativen und zellprotektiven Effekte, 
als auch bei der Induktion von Zelldifferenzierung und Proinsulin-Transkription eine 
zentrale Rolle ein [176, 179-181]. Die Expression des PDX-1 und dessen Promotorbin-
dung werden durch GLP-1 verstärkt [182]. Die zahlreichen durch GLP-1 Rezeptor-
Aktivierung induzierten Signalwege in den pankreatischen Zellen werden im Einzelnen 
an dieser Stelle nicht näher erläutert. 
 
2.1.3.2 Extrapankreatische Wirkungen 
Gastrointestinaltrakt und Hypothalamus 
Neben der Funktion des endokrinen Pankreas beeinflusst GLP-1 die gastrointestinale 
Motilität und das Sättigungsgefühl. GLP-1 verzögert die Magenentleerung [183] durch 
gleichzeitige Relaxation des Magenfundus, Stimulation des Pylorus und Hemmung der 
antroduodenalen Motilität [184-186]. Der Effekt wird vermutlich über vagale Afferenzen 
vermittelt [112, 187]. Die Verzögerung der Magenentleerung trägt zur Regulation der 
postprandialen Glukosespiegel durch GLP-1 bei [188]. Es konnte gezeigt werden, dass 
eine intrazerebroventrikuläre Administration von GLP-1 bei Nagern zu einer verminder-
ten Nahrungsaufnahme führt und dieser Effekt durch Exendin (9-39) blockiert werden 
kann [189-190]. Unter chronischer GLP-1 Gabe ist dabei ein Gewichtsverlust zu ver-




rekt über die Magenentleerung vermittelt [192]. In Bereichen des Hypothalamus, die an 
Regulation von Appetit und Sättigung beteiligt sind, konnte der GLP-1 Rezeptor als 
auch die lokale Synthese des GLP-1 nachgewiesen werden [111, 190, 193-196]. Eine 
Beteiligung vagaler Affarenzen bei der Vermittlung des anorektischen Signals vom 
Gastrointestinaltrakt zum Hypothalamus wird ebenfalls diskutiert [197]. Die im Tiermo-
dell beschriebenen Effekte wurden in klinischen Studien bestätigt. Unter GLP-1 Gabe 
wird das Sättigungsgefühl verstärkt und die zugeführte Nahrungsmenge vermindert 
[198-199]. 
 
Leber, Muskel und Fettgewebe 
Für das GLP-1 werden „Insulin-ähnliche“ (insulinomimetische) Wirkungen, die unab-
hängig von der induzierten Insulinsekretion auftreten, in Leber, Skelettmuskulatur und 
Fettgewebe beschrieben. In vitro Versuche an isolierten Ratten-Hepatozyten zeigen ei-
ne durch GLP-1 stimulierte Glykogensynthese, die über eine Induktion der Glykogen 
Synthase-A vermittelt wird [200-201]. Sowohl im Mensch als auch beim Hund steigert 
eine GLP-1-Infusion Insulin-unabhängig die hepatische Glukoseaufnahme [202-203]. 
Die Überexpression von GLP-1 Rezeptor-Agonisten in adipösen Mausmodellen resul-
tiert in der Suppression von Enzymen der Glukoneogenese (PEPCK, G6P) und der 
Fettsäuresynthese [204-205]. Im Skelettmuskel und in kultivierten Myocyten stimuliert 
GLP-1 ebenfalls die zelluläre Glukoseaufnahme und Glykogensynthese [206-208]. Ne-
ben dem erhöhten „Glukose-Uptake“ ist unter Einwirkung des Inkretinhormon in 
Adipozyten eine Modulation von Lipogenese und Lipolyse zu verzeichnen [157, 209-
211]. Inwieweit die genannten Effekte über den bekannten „pankreatischen“ GLP-1 Re-
zeptor vermittelt werden, wird kontrovers diskutiert. Die Expression des Rezeptors in 
Leber, Muskel und Fettgewebe ist bisher nicht einheitlich geklärt [154-160]. Zudem 
werden mehrfach für GLP-1 Rezeptor-Agonisten induzierte Signaltransduktionswege in 
diesen Geweben beschrieben, die auf einen vom bekannten GLP-1 Rezeptor verschie-
denen Mechanismus hindeuten [207, 209-214]. Hiermit übereinstimmend zeigen Versu-
che in Muskelzellen agonistische Wirkungen des Exendin (9-39) hinsichtlich Glukose-
aufnahme und Glykogensynthese [206-207, 214]. Auf diesen in vitro Daten aufbauend 
basiert die Hypothese für die Existenz weiterer Rezeptoren für GLP-1, die jedoch bisher 
noch nicht identifiziert und charakterisiert wurden. Gestärkt wird diese Vermutung durch 




GLP-1 Metabolit (9-36amid) die Glukose-Eliminationsrate nach Glukose-Infusion in 
Schweinen und führt zur Absenkung postprandialer Glukosespiegel beim Menschen. 
Dieser Effekt lässt sich jedoch nicht über einer Veränderung der Insulin- und 
Glukagonsekretion oder eine unveränderte Magenentleerung erklären [183, 215]. Elahi 
et al. (2008) konnten in Clamp-Versuchen durch die Administration von GLP-1 (9-
36amid) eine 50 %ige Reduktion der hepatischen Glukoseproduktion in übergewichti-
gen Insulin-resistenten Personen nachweisen [216]. In anderen Studien ließ sich eine 
Wirkung des GLP-1 Metaboliten auf den Glukosemetabolismus jedoch nicht bestätigen 
[143, 217]. Zu untersuchen bleibt, ob GLP-1 Insulin-unabhängig die Glukosehomöo-
stase reguliert, in wieweit dies über die metabolisierten Formen vermittelt wird und ob in 
diesem Zusammenhang die Beteiligung verschiedener Rezeptoren für GLP-1 (7-
36amid, 7-37, 9-36amid, 9-37) eine Rolle spielen. 
 
Herz und Gefäßsystem 
Eine Expression des GLP-1 Rezeptor in kardiovaskulären Geweben und in autonomen 
Nuklei des zentralen Nervensystem ist belegt [156, 218-219]. GLP-1 Rezeptor Knock-
out-Mäuse weisen eine myokardiale Hypertrophie, diastolische Dysfunktion und Verän-
derungen der Ruheherzfrequenz auf [220-221]. Zudem führt sowohl die periphere als 
auch zentrale Gabe von GLP-1 Rezeptor-Agonisten über das autonome Nervensystem 
zu einem Anstieg der Herzfrequenz und des Blutdrucks [218, 222]. Aktuelle Studien 
verweisen auf kardioprotektive Wirkungen des GLP-1, die unabhängig vom autonomen 
Nervensystem vermittelt werden [221, 223]. GLP-1 verbessert sowohl im akuten Ischä-
mie/Reperfusions- als auch in chronischen Kardiomyopathie-Modellen die Pumpfunkti-
on des Herzens und führt zu einer Reduktion der Infarktgröße [219, 224-227]. Auch un-
ter klinischen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass eine GLP-1 Administration für 
72 Stunden nach akutem Myokardinfarkt und Angioplastie kardioprotektiv wirkt [221, 
228]. Ban et al. (2008) gehen davon aus, dass die Vermittlung der kardiovaskulären 
Wirkungen des GLP-1 über zwei Signalwege erfolgt [219]. Die Aktivierung des GLP-1 
Rezeptors bewirkt hierbei eine Verbesserung der myokardialen Funktion über eine ver-
besserte Glukoseaufnahme der Kardiomyozyten [229], eine ischämische Präkonditio-
nierung und leichte vasodilatatorische Wirkungen. Interessanterweise wirkt das 
metabolisierte GLP-1 über eine postischämische Konditionierung und NO-vermittelte 




postischemischer Gabe in gleicher Weise wie GLP-1 (7-36amid) die myokardiale Funk-
tion, was unverändert in GLP-1 Rezeptor Knockout-Mäusen nachweisbar ist. Die durch 
GLP-1 (9-36amid) induzierte Vasodilatation wird über eine cGMP (cyclisches Guanosin-
monophosphat) abhängige NO Freisetzung realisiert [219]. Die für den GLP-1 Metaboli-
ten (9-36amid) beschriebenen kardioprotektiven Effekte [219, 227, 230] sprechen er-
neut für die Existenz eines weiteren bisher nicht identifizierten Rezeptors.  
 
2.2 GLP-1 in der Therapie des Typ 2 Diabetes 
Bereits 1986 wurde von Nauck et al. gezeigt, dass der Inkretineffekt bei Typ 2 Diabeti-
kern deutlich vermindert oder nicht existent ist [99]. Zur Erklärung dieser Beobachtung 
wurden die Sekretion, Wirkung und Metabolisierung von GLP-1 und GIP bei Patienten 
mit T2D näher untersucht. Für GIP zeigte sich bei unveränderter bis leicht erhöhter Se-
kretion eine Störung der insulinotropen Wirkung [231-232]. Eine Runterregulation und / 
oder Desensibilisierung der GIP-Rezeptoren werden hierfür als Ursachen diskutiert 
[232-233]. Unterschiede in der Eliminationsrate von GIP und GLP-1 wurden beim T2D 
nicht gefunden [135, 234]. Für GLP-1 konnte eine verminderte postprandiale Sekretion 
bei Patienten mit T2D festgestellt werden [235-236]. Jüngste Studien liefern darüber 
hinausgehend Hinweise für eine verminderte Wirkung des GLP-1 bei Typ 2 Diabetikern, 
die im Zusammenhang mit Varianten oder einer verminderten Expression des Trans-
kriptionsfaktor 7-like-2 (TCF7L2) steht. Polymorphismen im TCF7L2-Gen sind mit ge-
störter Insulinsekretion und T2D assoziiert [237-238]. Es wurden Varianten des TCF7L2 
identifiziert, die mit einer verminderten GLP-1-Sensitivität der β-Zelle einhergehen [239-
240]. Weiterhin wird eine Korrelation zwischen erniedrigten Konzentrationen des 
TCF7L2 und der Runterregulation der GIP und GLP-1 Rezeptoren beschrieben [241]. 
Adipositas und chronische Hyperglykämie induzieren zudem einen Anstieg der DPP4-
Aktivität im Plasma [242-243]. Demnach ist der verminderte Inkretineffekt beim T2D in 
einem Sekretionsdefekt, einer verstärkten Degradierung und / oder einer relativen 
Inkretinresistenz begründet. Um zu prüfen, ob über eine pharmakologische Modulation 
des Inkretinsystems eine Verbesserung des Glukosemetabolismus erreicht werden 
kann, wurde bei Typ 2 Diabetikern sowohl eine kontinuierliche Infusion von GIP als 
auch GLP-1 als therapeutische Option erprobt. Eine Verbesserung der prandialen Insu-




werden [244]. Hingegen bewirkte die kontinuierliche Applikation (intravenös oder subku-
tan) von GLP-1 eine Absenkung der Nüchtern- und postprandialen Glukosespiegel so-
wie eine Verbesserung der β-Zell-Funktion und des HbA1c [245-246]. Eine Langzeitthe-
rapie mit nativen GLP-1 würde jedoch infolge der kurzen Halbwertszeit des Inkretins ei-
ne kontinuierliche Applikation erfordern, die auf Dauer klinisch inpraktikabel ist. Dem-
nach wurden einerseits GLP-1 Rezeptor-Agonisten mit deutlich längerer Halbwertszeit 
als auch DPP4-Inhibitoren entwickelt. 
 
2.2.1 GLP-1 Rezeptor-Agonisten 
Exenatide (Byetta®, Lilly Pharma) wurde als erster GLP-1 Rezeptor-Agonist 2005 von 
der Food and Drug Administration (FDA) in der Therapie des T2D zugelassen [192]. Als 
synthetische Form des Exendin-4 besitzt es eine 53 %ige Homologie zum humanen ak-
tiven GLP-1 [247] (Abbildung 5). Exendin-4 weist in der Aminosäuresequenz Glycin an 
zweiter Position auf, so dass eine Resistenz gegen eine DPP4-Degradierung besteht, 
die in einer erhöhten Plasmahalbwertszeit in vivo im Vergleich zu GLP-1 resultiert [247-
249]. GLP-1 Rezeptor-Agonisten werden als Injektionslösung subkutan appliziert. Nach 
Injektion des Exenatide sind über fünf-sechs Stunden erhöhte Plasmaspiegel zu ver-
zeichnen, so dass eine zweimalige Administration pro Tag erforderlich ist [248]. Ein wei-
terer zugelassener GLP-1 Rezeptor-Agonist mit einmaliger täglicher Administration ist 
Liraglutide (Victoza®, Novo Nordisk). Liraglutide ist ein Analog des körpereigenen akti-
ven GLP-1 (7-37), dass eine Aminosäuresubstitution (Arginin34 statt Lysin) und Fettsäu-
readdition (Lysin26, Palmitinsäure) aufweist (Abbildung 5). Über diese Modifikationen 
wird die Bindung des zirkulierenden Peptides an Serum-Albumin gewährleistet. Die da-
durch erzielte Verminderung der renalen Elimination und DPP4 Degradierung [250-251] 
resultiert in einer Plasmahalbwertszeit des Liraglutide von 13 Stunden [252]. Liraglutide 
sowie Exenatide binden mit gleicher oder höherer Affinität als aktives GLP-1 an den 
GLP-1 Rezeptor [164, 250]. Übereinstimmend mit der bekannten GLP-1 Physiologie 
bewirkt die einmalige Gabe beider Komponenten eine Stimulation der Glukose-
abhängigen Insulinsekretion, eine Hemmung der Glukagonausschüttung und eine Ver-
zögerung der Magenentleerung [248, 253]. In klinischen Studien wurden Exenatide und 
Liraglutide als Mono- und Kombinationstherapie bezüglich Wirkspektrum, Effizienz und 




Exenatide den HbA1c durchschnittlich um 1 % [192, 254] und Liraglutide um bis zu 
1,5 % [249]. Beide Substanzen führen zu einer Reduktion der nüchternen und 
postprandialen Glukosespiegel, zur Gewichtsabnahme sowie zur milden Absenkung 
des systolischen und diastolischen Blutdrucks [255-258]. Eine Verbesserung der β-
Zellfunktion, erfasst über Proinsulin-Insulin-Ratio, HOMA-Index, C-Peptid sowie Clamp-
Technik, wird unter der Behandlung mit Exenatide als auch Liraglutide beobachtet [256-
257, 259-260]. Unter der Therapie beider GLP-1 Rezeptor-Agonisten zeigt sich eine 
Verbesserung des Lipidprofils bei Typ 2 Diabetikern. Während Liraglutide zur Absen-
kung der Triglyzeridspiegel führt [261], ist unter Exendin-4 zudem eine Senkung des 
Gesamtcholesterins und LDL-Cholesterins als auch eine Erhöhung des HDL-
Cholesterins zu verzeichnen [256, 262-263]. Interessanterweise zeigen GLP-1 Rezep-
tor-Agonisten auch anti-inflammatorische Effekte, die sich sowohl in Makrophagen, 
Endothelzellen als auch Inselzellen nachweisen lassen [264-266].  
 
 
Abbildung 5: Aminosäuresequenz des physiologischen GLP-1, Liraglutide und Exendin-
4 / Exenatide; Peptidsequenz im Ein-Buchstaben-Code; Unterschiede zwischen den Sequenzen sind 
unterstrichen und fett dargestellt; entnommen aus [267] 
 
Nebenwirkungen, die vorrübergehend bei der Anwendung der genannten GLP-1 Re-
zeptor-Agonisten auftreten können, sind von mildem Ausmaß und betreffen den 
Gastrointestinaltrakt (Übelkeit, Erbrechen und Diarrhö) [249, 255, 257]. Die Gefahr einer 
Hypoglykämie ist unter der Behandlung mit GLP-1 Rezeptor-Agonisten gering. Eine Me-
taanalyse ergab, dass Monotherapien zu keiner Erhöhung des Hypoglykämie-Risiko 
führen, erwartungsgemäß jedoch eine erhöhte Inzidenz der Hypoklykämie bei Kombina-




Kürzlich erhielt Exenatide LAR (LAR: long-acting release oder Exenatide once weekly; 
Bydureon®, Lilly Pharma) die Zulassung der europäischen Arzneimittelbehörde [269]. In 
dieser Injektionslösung liegt der Wirkstoff Exenatide verkapselt in Microspheres (Mikro-
kugeln) vor, die subkutan aggregieren und eine kontinuierliche Freisetzung und damit 
gleichmäßige Plasmakonzentration des Exenatide gewährleisten. Der Vorteil dieser 
Formulierung besteht vorallem darin, dass lediglich eine Injektion pro Woche notwendig 
ist [270]. Weitere sich zurzeit in der Entwicklung und Prüfung befindende GLP-1 Rezep-
tor-Agonisten sind Lixisenatide und Albiglutide. Während Lixisenatide einer täglichen 
Administration bedarf, ist bei Albiglutide infolge dessen sehr langer Halbwertszeit ledig-
lich eine einmalige Injektion pro Woche notwendig [270-271]. In Vergleichsstudien wur-
de gezeigt, dass Behandlungen mit GLP-1 Rezeptor-Agonisten mit gleicher Effizienz 
wie eine Insulintherapie den HbA1c senken [268]. Der positive Effekt auf das Körper-
gewicht zeichnet die GLP-1 Rezeptor-Agonisten im Vergleich zu Sulfonylharnstoffen, 
Glitazonen sowie Insulin aus und macht diese somit zu einer effektiven Substanzklasse 
mit sehr gutem Wirkspektrum in der Therapie des T2D.  
 
2.2.2 DPP4-Inhibitoren 
Die DPP4 ist über die Spaltung des GLP-1 und GIP in die Regulation der 
Glukosehomöostase involviert [272]. Der genetische Knockout der DPP4 in Nagern re-
sultiert in einer verbesserten Glukosetoleranz, einer gesteigerten Glukose-stimulierten 
Insulinsekretion und erhöhten Spiegeln an aktivem GLP-1 [273]. Basierend auf den anti-
diabetischen Effekten des GLP-1 wurden verschiedene Inhibitoren der DPP4, soge-
nannte „Gliptine“, entwickelt. Bisweilen sind vier Vertreter (Tabelle 2) dieser neuen Sub-
stanzklasse der oralen Antidiabetika auf dem europäischen Markt zugelassen. Die 
Gliptine sind oral aktiv und führen zur kompetitiven sowie reversiblen Hemmung der 
DPP4 [274-278]. Vildagliptin und Saxagliptin werden in der Leber größtenteils metabo-
lisch inaktiviert beziehungsweise aktiviert und anschließend über die Niere ausgeschie-
den. Der DPP4-Inhibitor Sitagliptin wird nahezu vollständig in unveränderter Form renal 
eliminiert, so dass eine Niereninsuffizienz mit der Erhöhung der Serumspiegel des 
Gliptin einhergeht [277]. Linagliptin erhielt erst kürzlich (August 2011) die Zulassung in 
Europa und weist den Vorteil auf, dass es bei einer vorliegenden Nierenfunktionsstö-





Tabelle 2: zugelassene DPP4-Inhibitoren 
Sitagliptin (MK-0431) Januvia®  Merck 
Vildagliptin (LAF237) Galvus®  Novartis 
Saxagliptin (BMS-477118) Onglyza®  Bristol-Myers-Squibb / Astra Zeneca 
Linagliptin (BI-1356) Tradjenta®  Boehringer Ingelheim 
 
Präklinische und klinische Studien belegen eine effiziente Hemmung der DPP4-Aktivität 
unter Gliptingabe [280-282]. Daraus resultiert beim Menschen eine Erhöhung der akti-
ven GLP-1 Spiegel auf 15-25 pM sowohl postprandial als auch über 24 Stunden [280, 
283]. Basierend darauf ist unter DPP4-Inhibitoren eine gesteigerte Insulin- und reduzier-
te Glukagonsekretion und demzufolge ein Hemmung der hepatischen Glukose-
produktion zu verzeichnen [280, 283-288]. In verschiedenen Diabetes- und Insulinresis-
tenz-Tiermodellen wurde gezeigt, dass Gliptine neben der Verbesserung der 
Glukosetoleranz die β-Zellmasse erhöhen [281, 286-287]. In Humanstudien konnten 
diese trophischen und regenerativen Effekte auf die β-Zelle bisher nicht nachgewiesen 
werden. Als Monotherapie bei Patienten mit T2D eingesetzt bewirken die DPP4-
Inhibitoren eine Absenkung der Nüchternglukose (um durchschnittlich 18 mg/dl) und 
postprandialer Glukoselevel (18-27 mg/dl) [289-290]. Eine Metaanalyse von Monami et 
al. (2009) belegt für Therapien mit Vildagliptin und Sitagliptin eine durchschnittliche 
Verbesserung des HbA1c um 0,7 % [268]. In der ersten klinischen Monotherapie-Studie 
mit Saxagliptin wurde mit verschiedenen Dosen eine vergleichbare Absenkung des 
HbA1c (0,45 %-0,73 %) erreicht [290]. Weiterhin erweisen sich DPP4-Inhibitoren in 
Kombination mit Metformin, Thiazolidindionen, Sulfonylharnstoffen und Insulin als effek-
tive und sichere anti-diabetische Therapie. Wesentliche Vorteile der DPP4-Inhibitoren 
im Vergleich zu anderen oralen Antidiabetika bestehen in ihrer „Gewichtsneutralität“ und 
guten Verträglichkeit sowie dem fehlenden Hypoglykämie-Risiko [277, 279]. Im Tiermo-
dell bewirken DPP4-Inhibitoren eine Reduktion der Serum-Triglyzeride [286, 291]. Be-
stätigt wurde dieser Effekt von Matikainen et al. (2006), die nach 4wöchiger Vildagliptin-
Behandlung bei Typ 2 Diabetikern eine Absenkung postprandialer Triglyzeridspiegel 
aufzeigten [292]. Klinisch wurde zudem unter Gliptinbehandlung eine Reduktion des 
Gesamtcholesterins festgestellt [293]. Für Sitagliptin ergaben sich bereits Hinweise auf 
kardioprotektive Effekte in einem akuten Kardiomyopathiemodell bei Nagern [294] und 
anhand einer Dobutamin- Stress- Echokardiographie bei Patienten mit koronarer Herz-




auftreten, sind Entzündungen des Nasen-Rauchen Raumes und Harnwegsinfektionen 
[279, 296]. Eine Expression der DPP4 auf Lymphozyten und damit deren Beteiligung an 
immunologischen Prozessen wirft Bedenken bezüglich der Langzeittherapie mit DPP4-
Inhibitoren auf. Bisher konnten jedoch keine immundepressiven Effekte unter Gliptin-
behandlung nachgewiesen werden [136]. Begründet in der Tatsache, dass die DPP4 
eine Vielzahl an gastrointestinalen Hormonen, Neuropeptiden und Chemokinen (z.B. 
GLP-2, Neuropeptid Y, PYY, CCL22, RANTES, SDF-1) spaltet [136, 297], wird eine 
Funktion der Gliptine über die Regulation der Glukosehömöostase und das GLP-1 Sys-
tem hinausgehend angenommen [277]. 
 
3 ADENO-ASSOZIIERTE VIREN 
Adeno-assoziierte Viren (AAV) wurden 1965 als Kontamination von Adenovirus-
präparationen entdeckt [298]. Als Vertreter der Gattung Dependovirus gehören sie zur 
Familie der Parvoviridae. Für die Replikation und Einleitung eines produktiven Infekti-
onszyklus sind AAV auf die Koinfektion der Wirtszelle durch Helferviren angewiesen. 
Als Helferviren können dabei Adenoviren und Vertreter der Herpesvirusgruppe fungie-
ren [299-301]. In Abwesenheit der Helferfunktionen wird eine Zelle zwar mit AAV infi-
ziert, jedoch ruht das übertragene AAV-Genom integriert im Wirtsgenom (latente Infek-
tion) [302]. Die Funktion der Helferviren kann zumindest teilweise durch chemische 
Substanzen oder UV-Bestrahlung ersetzt werden [303-304]. AAV haben eine hohe 
Seroprävalenz beim Menschen. Rund 80 % der Bevölkerung sind seropositiv für den 
AAV des Serotyp 2 [305]. Dennoch sind diese Infektionen bisher mit keiner bekannten 
Krankheit beim Menschen assoziiert [306]. 
 
3.1 Genomorganisation 
Die AAV sind einzelsträngige DNA-Viren. Das 4,7 kb große Genom wird von einem 
unbehüllten ikosaedrischen Kapsid umgeben und trägt zwei offene Leserahmen (open 
reading frame, ORF) „rep“ und „cap“ (Abbildung 6). Der Leserahmen „rep“ kodiert für 
vier regulatorische Rep-Proteine (Rep78, Rep68, Rep52, Rep40), die an der spezi-
fischen Integration, der Replikations- und Transkriptionskontrolle sowie an der Verpa-




3´-gelegenen Leserahmen „cap“ kodiert und bilden das rund 22 nm große Kapsid (Cap-
Proteine). Gesteuert wird die Transkription der AAV-Gene von drei Promotoren. Den 
Promotoren p5 und p19 unterliegen die Rep-Proteine. Die Cap-Proteine stehen unter 
der Kontrolle des p40 Promotor, haben ein gemeinsames Stopkodon und werden über 
alternatives Spleißen generiert. Die hauptsächlich vorliegende Spleißvariante kodiert für 
die Proteine VP2 und VP3. Die Translation von VP3 startet vom ATG Startkodon, wäh-
rend die von VP2 an einem weiter stromaufwärts gelegenen in wenigen Fällen benutzen 
ACG Kodon startet. Die seltenere Spleißvariante VP1 umfasst den gesamten ORF 
„cap“. Daraus ergibt sich ein Mengenverhältnis für VP1:VP2:VP3 von 1:1:10, wie es 
auch in den Kapsiden vorliegt [301, 306, 308]. 
 
 
Abbildung 6: Genomorganisation und Transkripte des AAV; Wildtyp AAV Genom: Promotoren (p5, 
p19 und p40), Polyadenylierungsstelle (PolyA) und ITR´s (inverted terminal repeat); darunter mRNA´s: 
dicke Balken sind codierende Bereiche, dünne Linien sind untranslatierte Bereiche, Zacken = Introns; 
entnommen aus [309] 
 
Das AAV-Genom wird beidseitig von invertierten terminalen Wiederholungen (ITR: 
inverted terminal repeat) flankiert. Die ITR´s bilden infolge palindromischer Sequenzab-
schnitte charakteristische Haarnadelstrukturen aus [310]. Sie dienen als Replikations-
start und sind bedeutsam für Verpackung der Virus-DNA und spezifische Integration. 







Die virale Infektion umfasst die rezeptorvermittelte Endozytose des Virus, den intrazellu-
lären Transport und die im Zellkern stattfindende Replikation oder Integration des vira-
len Genoms. Am besten charakterisiert ist der Infektionsprozess des AAV Serotyp 2 
(AAV-2) [302]. Als Primärrezeptor für  AAV-2 fungiert das Heparansulfat-Proteoglykan 
(HSPG) [311]. Zur Unterstützung der Internalisation finden weitere Kontakte mit Ko-
Rezeptoren statt. Als solche identifiziert wurden Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezep-
tor 1 (FGFR-1), Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR), Laminin-Rezeptor 
und Integrine (αVβ5, α5β1). Vermutlich verstärken FGFR-1, HGFR und Laminin-
Rezeptor die Bindung des Virus an HSPG, während die Integrine die Clathrin-vermit-
telte Endozytose induzieren [312-315]. Die nachfolgenden intrazellulären Prozesse sind 
noch nicht vollständig verstanden. Es gibt Hinweise, dass eine Reorganisation von Mik-
rofilamenten und Mikrotubuli stattfindet, welche den Transport des AAV-2 zum Zellkern 
initiiert [313]. Die Freisetzung des Virus aus den Endosomen erfolgt über eine 
Konformationsänderung der viralen Kapselproteine durch Absenkung des endosomalen 
pH-Wertes. Ob die im perinukleären Raum akkumulierenden Viren vor, während oder 
nach Kerneintritt ihr Genom aus dem Kapsid freisetzen, bedarf weiteren Untersu-
chungen. Im Zellkern erfolgt in Anwesenheit eines Helfervirus die Replikation (lytischer 
Zyklus). Ohne Helfervirus wird der latente Lebenszyklus des AAV-2 mit spezifischer In-
tegration des Genoms auf Chromosom 19 initiiert. Integrierte AAV können über eine In-
fektion mit Helferviren aktiviert und in den lytischen Zyklus überführt werden [302]. Man 




Es wurden bisher 14 Serotypen der AAV, die als Kontamination aus Adenovirus-
präparationen oder aus Geweben von Nagern, Affen oder Menschen isoliert wurden, 
beschrieben. Die Serotypen unterscheiden sich in ihrer Gewebespezifität und ihrer Re-
aktion auf neutralisierende Antikörper. Dies ist auf Unterschiede im viralen Kapsid, das 
für die Infektionsspezifität und Antigenpräsentation verantwortlich ist, zurückzuführen 
[302]. In Abhängigkeit vom Kapsid variiert die zelluläre Aufnahme und der intrazelluläre 




les Nervensystem, Leber), jedoch mit moderater Effizienz [301]. Im Vergleich zeigen die 
Serotypen eins und sieben im Skelettmuskel eine sehr viel höhere Transduktions-
effizienz [316]. Gut geeignet sind AAV-4 für Gehirn, AAV-5 für Lunge, Augen, Leber und 
zentrales Nervensystem sowie AAV-6 für Muskel, Herz und Lungenepithel. AAV-8 
transduziert Muskel, Pankreas sowie Herz [302] und weist eine 16-110fach höhere Effi-
zienz in der Transduktion von Leberzellen im Vergleich zu anderen Serotypen auf [316-
317]. Infolge dessen haben sich die Methoden der „Pseudotypisierung“, „Mosaik-rAAV“, 
„Chimär-rAAV“ und der „Target-rAAV“ zur gezielten Modifikation des Gewebetropismus 
entwickelt. Bei der „Pseudotypisierung“ („Cross-Packaging“) des AAV-2-Vektors wird 
das rekombinante AAV-2 Genom in das Kapsid eines anderen Serotyps mit gewünsch-
ter Gewebespezifität verpackt. Dabei entstammen die ITR´s und Rep-Proteine dem 
AAV-2, die Cap-Proteine (Kapsid) werden von einem anderen Serotypen zur Verfügung 
gestellt. Bei den „Mosaik-rAAV“ und „Chimär-rAAV“ stellt das Kapsid eine Mischung aus 
Cap-Proteinen verschiedener Serotypen dar oder wird durch den Austausch von Do-
mänen erzeugt. Um gezielt und spezifisch Gewebe zu transduzieren, werden „Target-
rAAV“ eingesetzt. Die Kapside dieser Vektoren werden über Insertion (genetisch, Pep-
tid-Ligand) oder Ankopplung eines Liganden (nichtgenetisch) modifiziert. Über die Li-
ganden soll eine spezifische Rezeptorbindung im Zielgewebe realisiert werden [302]. 
 
3.4 Produktion rekombinanter AAV 
Der erste AAV-2 Vektor wurde 1982 von Samulski et al. [318] entwickelt, seitdem basie-
ren die am häufigsten verwendeten Vektorsysteme auf dem AAV Serotyp 2 [301, 306]. 
Für die Replikation und Verpackung von AAV-Vektoren ist es notwendig, dass neben 
den Helferviren die invertierten terminalen Wiederholungen sowie die viralen Replikati-
ons- und Kapsid-Proteine vorhanden sind. AAV-Vektoren werden generiert, indem alle 
AAV-Sequenzen, mit Ausnahme der ITR´s (cis Elemente) deletiert und durch das ge-
wünschte Transgen ersetzt werden (rAAV: rekombinante AAV). Die Rep- und Cap-
Gene (trans Elemente) werden auf einem Helferplasmid zur Verfügung gestellt 
(Abbildung 7) [308]. Die Größe der insertierten Transgenexpressionskassette ist limi-
tiert. Übersteigt die Gesamtgröße des AAV-Genom 110-119 % des Wildtyp-Genom, ist 
ein Abfall der Virusausbeute zu verzeichnen [319-320]. Ursprünglich wurde die Produk-




wendige Aufreinigung der rAAV Präparation zur Entfernung der Immunreaktion auslö-
senden Adenoviren notwendig. Basierend auf den Vorabreiten von Xiao et al. (1998) 
[321] ist es heute möglich Adenovirus-Helferplasmide, die alle notwendigen Helfergene 
tragen, zu verwenden. Für die Herstellung der adenovirusfreien rAAV sind folgenden 
Komponenten notwendig [301]: 
• AAV-Vektor mit Transgenexpressionskassette flankiert von zwei ITR´s 
• AAV-Helferplasmid mit Leserahmen „rep“ und „cap“ 
• Adenovirus-Helferplasmid mit den Genen E2A, E4 und VA-RNA [321-322] 




Abbildung 7: Schematische Darstellung von Wildtyp AAV-Genom, Helferplasmid und rAAV Vektor 
 
Die drei Plasmide werden in HEK-293-Zellen, eine humane Nierenzelllinie, kotransfiziert 
(Abbildung 8). Die Sequenzen der AAV-Gene im Helferplasmid werden in den 
transfizierten Zellen transkribiert und zu Rep- und Cap-Proteinen translatiert. Das the-
rapeutische Gen des Vektors wird als Einzelstrang in das Viruskapsid verpackt. Die 
Vektoren können anschließend aus den HEK-293-Zellen isoliert und über Dichte-
gradientenzentrifugation (Cäsiumchlorid, Iodixanol) oder Säulenchromatographie auf-






Abbildung 8: Fließschema zur Herstellung von rAAV ohne Adenoviren; Vektorplasmid mit ITR-
flankiertem Transgen, AAV-Helferplasmid mit Leserahmen „rep“ und „cap“ und Adenovirus-Helferplasmid 
 
3.5 AAV als Vektor in der Gentherapie 
Die Gentherapie entwickelt sich auf dem Konzept, genetisch-bedingte Fehlfunktionen 
über das Einbringen therapeutischer Gene zu korrigieren. Realisiert wird der Gentranfer 
über nicht-virale Vehikel (z.B. Liposomen) oder virale Vektoren, die sich durch eine er-
heblich bessere Transduktionseffizienz auszeichnen [323]. Im Vergleich zu anderen vi-
ralen Vektoren besitzen AAV-2 Vektoren viele Vorteile, die im Folgenden angeführt 
sind: 
• fehlende Pathogenität [301] 
• geringe Immunogenität: rAAV lösen eine humorale Immunantwort aus. Eine zel-
luläre Immunantwort (zytotoxische T-Lymphozyten) wird lediglich minimal indu-
ziert. Begründet ist dies in der geringen Infektionseffizienz Antigen-präsen-
tierender Zellen und dem weitestgehenden Fehlen viraler Gene und Genproduk-
te [324-327].  





• sicheres Vektorsystem: Über Trennung von trans- (Rep- und Cap-Proteine) und 
cis-aktiven Elementen (ITR) kann eine Rekombination nahezu ausgeschlossen 
werden.  
• Langzeitexpression des Transgens in vivo: Genexpression mittels rAAV über 
ein Jahr hinaus realisierbar [324, 330-331] 
• geringe Integration des rAAV-Genoms in das Genom der Wirtszelle: Nach intra-
muskulärer Injektion von Mäusen lagen mehr als 99,5 % der AAV-DNA episomal 
vor [332]. 
• Über „Pseudotypisierung“ kann eine bessere Transduktion des Zielgewebes er-
reicht und die Produktion neutralisierender Antikörper gegen das AAV-2 Genom 
umgangen werden [308]. 
Von Nachteil ist die limitierende Größe des AAV-2 Vektors, die auf eine geringe Flexibi-
lität der Kapsel zurückzuführen ist [308]. Weiterhin kommt es in vivo nach Applikation 
des Virus zu einer Verzögerung von Transkription und Translation, infolge der zunächst 
notwendigen Synthese des komplementären Doppelstranges zum einzelsträngigen Vi-
rusgenom. Eine maximale Transgenexpression ist somit erst nach ein bis drei Wochen 
zu verzeichnen [329].  
Zunehmend werden rAAV in klinischen Studien eingesetzt. Die meisten Anwendungen 
finden sich in der Behandlung monogenetischer Erkrankungen wie Cystischer Fibrose, 
Alpha-1-Antitrypsin Mangel und Hämophilie B sowie zur Behandlung von Krebserkran-





4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
Das MetS ist ein Riskofaktorenkomplex für die Entstehung kardiovaskulärer Erkran-
kungen, der führenden Todesursache der industrialisierten Länder. Die rapide steigen-
den Inzidenzen der Adipositas und des T2D, als zentrale Komponenten des MetS, stel-
len weltweit ein wachsendes Problem dar. Während die Therapie der Adipositas über 
Lebensstilinterventionen erfolgt, ist diese beim T2D primär als diätetische und medika-
mentöse Behandlung angelegt. Die in den letzten Jahren entwickelten Inkretin-
basierenden Therapien sind hinsichtlich ihrer anti-diabetischen Wirkungen sehr gut cha-
rakterisiert und zeichnen sich im Vergleich zu anderen Antidiabetika durch ihre positiven 
Effekte auf das Körpergewicht aus. Die Charakterisierung des Effektes Inkretin-
basierter Therapien auf das kardiovaskuläre Gesamtrisiko ist bisher nur ansatzweise 
erfolgt. Insbesondere ist die Bedeutung des GLP-1 Metaboliten in diesem Rahmen 
kaum verstanden. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte des GLP-1 Systems auf den 
Lipidmetabolismus, Inflammation und Atherosklerose in vivo zu untersuchen. 
Es wurden folgende Hypothesen mit Hilfe verschiedener Versuchsansätze geprüft: 
 
1. Das aktive GLP-1 und der GLP-1 Rezeptor-Agonist Exendin-4 sind anti-
inflammatorisch wirksam. 
Zur Prüfung der Hypothese wurden ein akutes und ein chronisches 
Inflammationsmodell herangezogen. Im akuten Inflammationsmodell mit  BALB/c Mäu-
sen erfolgte die Administration des GLP-1 Rezeptor-Agonisten Exendin-4. Ein Diät-
induziertes NASH-Mausmodell diente zur Untersuchung einer AAV-vermittelten Über-
expression des GLP-1 (7-37) im chronisch metabolischen Inflammationsmodell. 
 
2. Das aktive GLP-1 führt zur Verbesserung des Lipidprofils und vermindert die Aus-
prägung atherosklerotischer Plaques. 
Die Effekte des aktiven GLP-1 auf die Serumlipide und das Ausmaß der Atherosklerose 




erfolgte die Gabe eines DPP4-Inhibitors zur Stabilisierung der endogenen Inkretin-
spiegel und andererseits erfolgte die Überexpression des GLP-1 (7-37) mittels AAV. 
 
3. GLP-1 (9-37) besitzt eine eigenständige metabolische Wirkung, die sich komple-
mentär zur Wirkung des aktiven GLP-1 (7-37) in Bezug auf Glukosestoffwechsel, 
Lipidmetabolismus, Inflammation und Atherosklerose verhält. 
Die Wirkungen des GLP-1 Metaboliten (9-37) wurden parallel zum aktiven GLP-1 (7-37) 
in den AAV-Versuchsmodellen zur Inflammation und Atherosklerose (Hypothese eins 
und zwei) untersucht.  
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II MATERIAL UND METHODEN 
1 MATERIAL 
Chemikalien 
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Agar Agar  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Agarose, LE  Cambrex Bio Science, Rockland, USA  
Albumin Fraktion V, proteasefrei  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ampicillin  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Calciumchlorid Dihydrat  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Cäsiumchlorid  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Chloramin T      Merck, Darmstadt, Deutschland 
Chloramphenicol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Complete, Protease-Inhibitor-Cocktail  Roche, Mannheim, Deutschland 
DEPC-Wasser  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dimethylaminobenzaldehyd    Merck, Darmstadt, Deutschland 
Dimethylformamid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Diprotin A  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Dithiothreitol (DTT)  Sigma, Steinheim, Deutschland   
DMSO       Roth, Karlsruhe, Deutschland 
DNA-Marker (1 kb)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
DNA-Marker (100 bp)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
dNTP Set (100 mM)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
EDTA  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
EGTA  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Eisessig   Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol absolut  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethidiumbromid (1 %)  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Exendin-4  Bachem AG, Bubendorf, Schweiz 
GLP-1 (7-37)  Bachem AG, Bubendorf, Schweiz 
Glukoselösung steril (20 %)  DeltaSelect, Pfullingen, Deutschland 
Glukoselösung steril (40 %)  DeltaSelect, Pfullingen, Deutschland 
Glutaraldehydlösung (25 %)  Sigma, Steinheim, Deutschland 
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Glycerin (> 98 %)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycerol Gelatin  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Glycin  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Heparin-Natrium-25000 (5000 I. E./ml)  Ratiopharm, Ulm, Deutschland 
Hepes  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
H-Gly-Pro-pNa HCL     Bachem AG, Bubendorf, Schweiz 
Isofluran  Abott, Wiesbaden, Deutschland 
Isopropanol (> 99,8 %)  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Kalibrator TruCal HDL/LDL  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
Kalibrator TruCal U  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
Kaliumchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumhexacyanoferrat(II)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumhexacyanoferrat(III)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kanamycinsulfat  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
LB Medium  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
LPS (Lipopolysaccharide)  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Magnesiumchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Methanol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Milchpulver  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumchlorid  Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Natriumchloridlösung steril (0,9 %)  B.Braun, Melsungen, Deutschland 
Natrium-Desoxycholat   Sigma, Steinheim, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Serva, Heidelberg, Deutschland 
Natriumfluorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumorthovanadat (Na3VO4)  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Natronlauge  Merck, Darmstadt, Deutschland 
NEFA Standard FS  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
NuPAGE® Transferpuffer (20x)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Oil Red O  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Paraformaldehyd (PFA)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
peqGold prestained Protein-Marker V  Peqlab, Erlangen, Deutschland   
Permount  Fisher Scientific, New Jersey, USA 
Pikrinsäure  Sigma, Steinheim, Deutschland 
p-Nitroanilin      Sigma, Steinheim, Deutschland 
Polyethylenimin (PEI), linear (25 kDa)  Polysciences Inc., Warrington, USA 
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Protein Assay (Bradford)  Bio-Rad, München, Deutschland 
Protein Standard IgG  Bio-Rad, München, Deutschland 
Roti®-Histofix (10 %)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Roti®-Histokit  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
ROX Reference Dye  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
S.O.C Medium  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Saccharose  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure (37 %)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Schwefelsäure  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Sirius Red   Polysciences Inc., Warrington, USA  
Strepavidin-HRP  R & D Systems, Minneapolis, USA 
Substrate Reagent Pack  R & D Systems, Minneapolis, USA 
Sudan IV  Sigma, Steinheim, Deutschland 
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Temed  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tissue-Tek®, O.C.T™  Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande 
T-Per® Tissue Protein Extraction Reagent  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Tris  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton X-100  Sigma, Steinheim, Deutschland  
Tween-20  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactopyranosid) Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Xylencyanol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Xylol  Merck, Darmstadt, Deutschland 
β-Mercaptoethanol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
    
Lösungen und Puffer 
Alle Lösungen und Puffer wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit bidestilliertem Wasser (H2Odd) herge-
stellt. Bei fehlender Angabe des pH-Wertes handelt es sich um ein neutrales Milieu.  
APS (10 %) 10 % (m/v) APS, Aliquots bei -20 °C gelagert 
Blockinglösung 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T 
Cäsiumchlorid (1,41 g/ml) 128,47 g CsCl in 196,53 ml Wasser, Refraktionsindex: 
1,370, steril filtriert 
Cäsiumchlorid (1,61 g/ml) 168 g CsCl in 156,975 ml Wasser, steril filtriert 
Complete Stocklösung (25x) 1 Tablette Complete (w/v) 
Desoxycholsäure (1 %) 1 % (w/v) 
Desoxycholsäure (10 %) 10 % (w/v), steril filtriert 
Diprotin A (Stocklösung) 3 mM Diprotin A (w/v) 
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DPP4 Substratlösung 1 mM H-Gly-Pro-pNa HCL in 50 mM Tris Puffer (pH 
 7,5) 
DTT-Stocklösung 6,5 M, Aliquots bei -20°C gelagert 
Ehrlich-Reagenz 2 % Dimethylaminobenzaldehyd in 20 % Salzsäure 
FPLC-Eluent 154 mM NaCl, 1 mM EDTA 
Glutaraldehydlösung (0,5 %) 2 % (v/v) Glutaraldehydlösung (25 %) in PBS (1x; 
+MgCl2) 
Homogenisationspuffer A 250 mM Saccharose, 20 mM Tris, 2 mM EGTA 4 % 
Complete 
Homogenisationspuffer B 50 mM Hepes, 1 % Triton X-100, 1 mM DTT, 4 % 
Complete   
Kaliumhexacyanoferratlösung (20x) 100 mM K3Fe(CN)6, 100 mM K4Fe(CN)6 in PBS (1x; 
+MgCl2) 
Ladepuffer DNA (6x) 10 mM Tris (pH 7,6), 0,03 % (w/v) Bromphenolblau, 
 0,03 % (w/v) Xylencyanol, 60 % (v/v) Glyzerin, 
 60 mM EDTA 
Laufpuffer SDS-PAGE (pH 8,3) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS  
LPS-Stocklösung 1 mg/ml (w/v), steril 
Lysepuffer T-Per mit Inhibitoren 4 % Complete, 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4 
Natriumfluorid-Stocklösung 200 mM (w/v) 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung (pH 9,6) 0,1 M NaHCo3 (w/v) 
Natriumorthovanadat (Na3VO4)-Stocklösung 200 mM (w/v) 
Oil Red O-Arbeitslösung 60 % (v/v) Oil-Red-O-Stocklösung 
Oil Red O-Stocklösung 0,5 % (w/v) in Isopropanol 
Paraformaldehydlösung (4 %) 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS   
PBS (10x; pH 7,4) 1,37 M NaCl, 26,8 mM KCl, 81 mM Na2HPO4, 
14,7 mM KH2PO4 
PBS (1x; +MgCl2) 10 % (v/v) PBS (10x), 1 mM MgCl2 
PBS (1x; pH 7,4) 10 % (v/v) PBS (10x) 
PEI-Lösung (pH 4,5) 1 mg/ml in PBS (1x), steril filtriert  
p-Nitroalinin Standard 1 mM p-Nitroanilin in 50 mM Tris Puffer (pH 7,5), er
 hitzt 
Reagent Diluent (pH 7,4) 10 % (v/v) PBS (10x), 1 % (w/v) BSA 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,5 M Tris 
SDS-Lösung (10 %) 10 % (w/v) 
SDS-Probenpuffer (6x; Laemmli) 0,375 M Tris-HCL (pH 6,8), 12 % (w/v) SDS, 60 % 
(v/v) Glyzerin, 0,012 % (w/v) Bromphenolblau, 65 mM 
DTT 
Sirius Red Färbelösung (0,1 %) 0,1 % (w/v) in Pikrinsäure (kalt, gesättigt), filtriert 
Stripping Lösung 1 (pH 2,05) 25 mM Glycin, 1 % SDS 
Stripping Lösung 2 176 mM NaCl in PBS (1x) 
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Sudan IV-Lösung 13 mM in 70 % Isopropanol 
TAE (1x) 2 % (v/v) TAE (50x) 
TAE (50x) 2 M Tris, 1 M Eisessig, 0,05 M EDTA 
TBS (10x; pH 7,6) 200 mM Tris, 1,37 M NaCl 
TBS-T (1x) 10 % (v/v) TBS (10x), 0,1 % Tween-20 
TMN-Puffer 20 mM Tris (pH 7,4), 1 mM MgCl2, 150 mM  NaCl, 
steril filtriert 
Transferpuffer (1x) 5 % (v/v) NuPAGE® Transferpuffer (20x)  
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1 M Tris 
Tris-HCL Puffer (50 mM; pH 7,5) 50 mM Tris (w/v) 
Waschpuffer ELISA (pH 7,4) 10 % (v/v) PBS (10x), 0,05 % (w/v) Tween-20 
X-Gal Färbelösung Kaliumhexacyanoferratlösung (1x), X-Gal-Lösung (1x) 
in PBS (1x; +MgCl2) 




Trenngel (12 %) Sammelgel (5 %) 
Wasser 1,65 ml 1,7 ml 
Acrylamid (30 %) 2 ml 0,415 ml 
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,25 ml - 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) - 0,315 ml 
SDS (10 %) 0,05 ml 0,025 ml 
APS (10 %) 0,05 ml 0,025 ml 
TEMED 0,005 ml 0,0025 ml 
   
 
Medien und Zusätze für Bakterienkultur 
Medien für die Kultivierung von Bakterien wurden durch Autoklavieren für 20 Minuten sterilisiert und nach 
Abkühlung auf weniger als 50 °C mit Antibiotika versetzt. Die Zugabe der Antibiotikastocklösungen zum 
Medium erfolgte im Verhältnis 1:1000. Agarplatten und Flüssigmedien wurden bei 4 °C gelagert. 
Agarplatten (LB0-Platten) 1,5 % (w/v) Agar Agar in LB-Medium 
LB Medium 2 % (w/v) in Wasser (H2Odd) 
Antibiotikastocklösungen wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt, aliquotiert und bei -20 °C gela-
gert. 
Ampicillin-Stocklösung 5 % (w/v) in Wasser (H2Odd) 
Chloramphenicol-Stocklösung 3,4 % (w/v) in Ethanol 
Kanamycin-Stocklösung 1 % (w/v) in Wasser (H2Odd)  
 
MATERIAL UND METHODEN 
39 
 
Antibiotikum Konzentration in Medium und Platte 
Ampicillin 50 µg/ml 
Chloramphenicol 30 µg/ml 





MAX Efficiency® Stb12™    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Subcloning Efficiency™ DH5α    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
Medien und Zusätze für Zellkultur  
Kulturmedien wurden bei 4 °C, Zellkulturzusätze bei -20 °C und PBS bei Raumtemperatur gelagert. 
DMEM, 4,5 g/l Glukose, mit L-Glutamin  PAA, Pasching, Österreich 
Dulbecco's PBS (1x), ohne Ca & Mg  PAA, Pasching, Österreich 
fötales bovines Serum (FBS)  Biochrom, Berlin, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin (100x, P/S)  PAA, Pasching, Österreich   
Trypsin EDTA (1x; 0,05 %; 0,02 %)  PAA, Pasching, Österreich 
angesetzte Medien 
DMEM, 10 % FBS (Komplettmedium) 10 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) P/S 
DMEM, 50 % FBS 50 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) P/S 
DMEM, serumfrei 1 % (v/v) P/S 
Einfriermedium 10 % DMSO (steril) in Komplettmedium 
 
Zelllinien 
HEK-293  Gene Therapy Program, University of Pennsyl-
  vania, Philadelphia, USA 
 
Kits 
Bei den angewendeten Kits wurde nach Protokoll des Herstellers mit den gelieferten Lösungen und Puf-
fern gearbeitet. 
Alanin Aminotransferase (ALAT) - OSR6107  Beckman Coulter, Brea, USA 
Aspartat Aminotransferase (ASAT) - OSR6109  Beckman Coulter, Brea, USA 
Cholesterin FS  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I  Omega Bio-Tek, Norcross, USA 
HDL-C Immuno FS  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
NEFA FS (fFS)  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
NucleoBond® PC 2000 EF  Macherey Nagel, Düren, Deutschland 
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NucleoSpin® Extract II  Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
QIAamp® RNA Blood Mini Kit   Qiagen, Hilden, Deutschland 
Quick Ligation™ Kit  New England Biolabs, Ipswich, USA 
RNeasy Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
SuperScript III First-Strand Synthesis System  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
TOPO-TA-Cloning® Kit  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Triglyzeride FS  DiaSys, Holzheim, Deutschland 
 
Enzyme 
Bei der Verwendung von Enzymen wurden die vom Hersteller empfohlenen und gelieferten Lösungen 
und Puffer eingesetzt. 
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/µl)  Applied Biosystems, Carlsbad, USA 
Benzonase® Nuclease ultrapure grade (250 U/µl)  Sigma, Steinheim, Deutschland 
Berlinsulin® H, human Insulin (100 I.E./ml)  Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland 
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (1 U/µl)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
DNase I recombinant, RNase-frei (10 U/µl)  Roche, Mannheim, Deutschland 
Hind III (20.000 U/ml)  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Restriktionsenzym Kpn I (10.000 U/ml)  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Restriktionsenzym Not I (10.000 U/ml)  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Restriktionsenzym Sal I (20.000 U/ml)  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Restriktionsenzym Xba I (20.000 U/ml)  New England Biolabs, Ipswich, USA 
Taq DNA Polymerase, recombinant (5 U/µl)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
Antikörper   
Anti-Akt1 aus Hase (C73H10)  Cell Signaling, Danvers, USA 
Anti-Aktin aus Hase (A2066)  Sigma, Steinheim, Deutschland 
Anti-GLP-1 (HYB 147-12B)  BioPorto, Gentofte, Dänemark 
Anti-GLP-1, C-terminal specific (ABS 046-03)  BioPorto, Gentofte, Dänemark 
Anti-pAkt (Thr308) aus Hase (C31E5)  Cell Signaling, Danvers, USA 
Anti-Rabbit (IgG, HRP-linked)  Cell Signaling, Danvers, USA 
 
ELISA 
mouse Insulin, ultrasensitive   Alpco Diagnostics, Salem, USA 
DuoSet® ELISA Development System Kits: 
mouse Adiponectin (DY1119)  R & D Systems, Minneapolis, USA 
mouse IL-6 (DY406)  R & D Systems, Minneapolis, USA 
 




Tabelle 3: Primer zur Klonierung der GLP-1 Konstrukte; Kozaksequenz (rot), Signalsequenz der 















alle GLP-1 Vektoren ACGCGTTTATCCTCGGCCTTTCACC 
 
Tabelle 4: Sequenzierprimer; (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) 
 
Primer Forward (5´-3´) 
pAAV2.1-TBG-SEAP-GLP-1 (7-37) TTTGCCTTTCTCTCCACAGG 
pAAV2.1-TBG-SEAP-GLP-1 (9-37) CGTTTCTGATAGGCACCTAT 
 
Tabelle 5: PCR-Primer; (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) 
 
Sequenz (5´-3´) 
GAPDH (mm) forward CCCTTCATTGACCTCAACTA 
GAPDH (mm) reverse AGATCCACGACGGACACATT 
 
Tabelle 6: TaqMan® Gene Expression Assays; (Applied Biosystems, Carlsbad) 
Zielgen Spezies Referenz Bestellnummer 
Abca-1 Maus NM_013454.3 Mm01350760_m1 
Abcg-1 Maus NM_009593.2 Mm00437390_m1 
Acat-2 Maus NM_009338.3 Mm00782408_s1 
CD36 Maus  Mm01135198_m1 
Fasn Maus NM_007988.3 Mm01253292_m1 
G6pc Maus NM_008061.3 Mm00839363_m1 
Glp1r Maus NM_021332.2 Mm00445292_m1 
Hmgcr Maus NM_008255.2 Mm01282492_m1 
Lrp1 Maus NM_008512.2 Mm00464608_m1 
Lss Maus NM_146006.1 Mm00461312_m1 
Nr1h3 (LXR-α) Maus NM_013839.3 Mm00443454_m1 
Pck1 Maus NM_011044.2 Mm00440636_m1 
Scarb-1 Maus NM_016741.1 Mm00450234_m1 
Sqle Maus NM_009270.3 Mm00436772_m1 
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Srebf-1 Maus NM_011480.3 Mm01138344_m1 
Srebf-2 Maus NM_033218.1 Mm01306294_m1 
Tgf-b1 Maus NM_011577.1 Mm01178819_m1 
Tnf Maus NM_013693.2 Mm00443258_m1 
 





Sequenz (5´-3´) Referenz 
AAV-BGH-PolyA 
forward  TCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGT 
 reverse TGGGAGTGGCACCTTCCA 
Sonde FAM-TCCCCCGTGCCTTCCTTGACC-TAM 
Abcg-5 (mm) 
forward  GCGAGACGTTGCGATACACA 
[334] reverse  TGACTGCCTCTACCTTCTTGTTGT 
Sonde FAM-TGCTGGCCCTCTGCCCGA-TAM 
Cyp7A1 (mm) 
forward  CTGATCCGTCTACGCATGTTTC 
[334] reverse  CAGGAATGGTGTTTGCTTGAGA 
Sonde FAM-CGCACCTTGTGATCCTCTGGGCA-TAM 
IL-1β (mm) 
forward  CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 
[335] reverse  GATCCACACTCTCCAGCAGCA 
Sonde FAM-CTGTGTAATGAAAGACGGCACACCCACC-TAM 
MCP-1 (mm) 
forward  CTTCTGGGCCTGCTGTTCA 
[335] reverse  CCAGCCTACTCATTGGGATCA 
Sonde FAM-CTCAGCCAGATGCAGTTAACGCCCC-TAM 
NPC1L1 (mm) 
forward  ATCCTCATCCTGGGCTTTGC 
[336] reverse  GCAAGGTGATCAGGAGGTTGA 
Sonde FAM-CCCAGCTTATCCAGATTTTCTTCTTCCGC-TAM 
18S (mm) 
forward  CGGCTACCACATCCAAGG 





pDNR-LIB-hGlucagon (IRAUp969H0742D)  imaGenes GmbH, Berlin, Deutschland 
 
Computerprogramme und Web tools 
ApE A Plasmid Editor 1.13    http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ 
       ape/ 
Axiovision 3.1      Carl Zeiss MicroImaging, Jena, Deutschland   
Chromas Lite Version 2.01    http://www.medownloads.com/download-
       Chromas-Lite-92007.htm 
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ClustalW  European Bioinformatics Institute: EMBL-EBI; 
  http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
ImageJ       http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html 
Magellan™ 2 Data Analysis Software  Tecan, Crailsheim, Deutschland 
Nis Elements D 3.0  Nikon Instruments, Kingston, Großbritannien 
  
Geräte 
70.1 Ti Rotor      Beckman Coulter, Brea, USA 
Alcyon 300 Analyzer  Abbott, Wiesbaden, Deutschland 
AxioCam MRc      Carl Zeiss MicroImaging, Jena, Deutschland 
Bio Photometer plus  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Branson Sonifier B15     Branson Sonic Power, Schwäbisch Gmünd, 
       Deutschland 
Curix 60 Entwicklermaschine    AGFA, Mortsel, Belgien 
Electrophoresis power supply    Consort, Turnhout, Belgien 
Elektrophoresekammer     C.B.C. Scientific.Co, California, USA 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100   Carl Zeiss MicroImaging, Jena, Deutschland 
FPLC System      GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
       Schweden 
Kryotom CM 3050     Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Mastercycler® ep Realplex  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Microprocessor pH Meter    Hanna Instruments, Bedfordshire, Großbritan-
       nien   
Mini-Protean 3 Elektrophorese Modul  Bio-Rad, München, Deutschland 
MultiDoc-It™ Imaging System    UVP, Cambridge, Großbritannien 
Olympus AU2700     Beckman Coulter, Brea, USA 
PCR Sprint Thermal Cycler  Thermo Electron Corporation, Dreieich,      
  Deutschland 
PowerPac Basic     Bio-Rad, München, Deutschland 
Sunrise™ ELISA-Reader    Tecan, Crailsheim, Deutschland 
Superose 6 10/300 GL Säule    GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
       Schweden 
SW 32 Ti Rotor      Beckman Coulter, Brea, USA 
Tischzentrifuge Heraeus Pico 17   Thermo Electron Corporation, Dreieich,      
       Deutschland       
Tischzentrifuge Mikro 200R    Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 
Ultrazentrifuge Beckman Optima XL-70  Beckman Coulter, Brea, USA 
X Cell II™ Blot Module  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Zoom-Stereomikroskop SMZ 1000   Nikon Instruments, Kingston, Großbritannien 
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Verbrauchsmaterial / sonstiges 
15 und 50 ml Falcons  Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
 Schweiz 
Amicon UltraFree 100 K Filter  Millipore, Billerica, USA 
Austerlitz Insect Pins® (0,1 mm)  Fine Science Tools, Foster City, USA 
Blutzuckermessgerät Contour®  Bayer Consumer Care, Basel, Schweiz 
Contour Sensoren zur Blutzuckermessung  Bayer Consumer Care, Basel, Schweiz 
Einbettschälchen  Polysciences Inc., Warrington, USA 
Einmalkanülen 16G, 20G, 30G  B.Braun, Melsungen, Deutschland 
Einmal-Küvetten, Plastikbrand®, PMMA  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Einmalspritzen 1 ml  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fuji Medinal X-Ray  Fujifilm Europe, Düsseldorf, Deutschland 
Gavage (“Feeding Needle”), 18 G, 55 mm  Fine Science Tools, Foster City, USA 
Kryoröhrchen Nalgene 5 ml  VWR, Bruchsal, Deutschland 
Microvette CB 300 (Heparin-beschichtet)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Na-Heparin-Kapillarpipetten  Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt,             
 Deutschland 
Nunc-Immuno™ Platten  Nunc GmbH, Langenselbold, Deutschland 
Objektträger SuperFrost Plus  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Open-Top Polyallomer Tube  Beckman Coulter, Brea, USA 
PCR-Softtubes 0,5 ml  Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Präparierbesteck  Fine Science Tools, Foster City, USA 
PVDF Membran  Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen, Deutsch-
 land 
Quick-Seal® Polyallomer Tube  Beckman Coulter, Brea, USA 
Reaktionsgefäße 1,5 ml; 2 ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Rotilabo®-Mikrotest-Platten  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Safelock tubes 1,5 ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Stößel 1,5 ml  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Transfermembran Immobilon-P  Zefa-Laborservice, Harthausen, Deutschland 
Twin.tec PCR plate 96, skirted  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
UVette® 220-1600 nm  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zellkulturschalen / -platten  Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
 Schweiz 
Zellschaber  Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
 Schweiz 
  




2.1 Mikrobiologische Methoden 
Bei allen mikrobiologischen Arbeiten wurden sterile Geräte und Lösungen verwendet. 
Plattenkultur: 
Agarplatten wurden vor dem Gießen entsprechend der Resistenz der zu kultivierenden 
Bakterien mit Antibiotikum versetzt. Die Anzucht der E.coli Stämme erfolgte durch 
Animpfen aus einer kryokonservierten Glycerinkultur oder einer Einzelkolonie und direkt 
durch Ausplattieren von 100-200 µl Transformationsansatz. Die Platten wurden an-
schließend über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
Flüssigkultur:     
Flüssiges LB Medium wurde nach Bedarf mit dem entsprechenden Antibiotikum ver-
setzt. Für Mini-Plasmid-DNA-Präparationen wurden 3-5 ml LB Medium mit einer Einzel-
kolonie angeimpft. Größere Volumina von 500 ml für Mega-Plasmid-DNA-Präparationen 
wurden aus frischen Übernachtkulturen in einer Verdünnung von 1:500 hergestellt. Die 
Kultivierung erfolgte für 12-16 h bei 37 °C und 225 rpm. 
Lagerung von E.coli Kulturen: 
Zur Langzeitlagerung wurden die Kulturen im entsprechenden Selektionsmedium als 
Glycerinkultur bei -20 °C gelagert. Bei der Herstellung wurden 800 µl einer frischen 
Übernachtkultur mit 1,5 ml sterilem Glycerin in einem Kryoröhrchen versetzt, unter zeit-
weiligem Invertieren 2 h bei Raumtemperatur (RT) sowie 1 h bei 4 °C gelagert und an-
schließend bei -20 °C aufbewahrt. 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Transformation kompetenter E.coli 
Die Transformation ist ein Vorgang, bei dem Zellen nackte DNA aus ihrer Umgebung 
aufnehmen und die auf dem DNA-Molekül codierten Gene exprimieren [337]. 
 
 




Die Transformation der kompetenten DH5α Zellen (Invitrogen) erfolgte mittels Hitze-
schock. Dabei wurden 25 µl Zellsuspension auf Eis aufgetaut und mit 1-10 ng / 2-5 µl 
gereinigtem Plasmid / Ligationsprodukt versetzt. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis 
erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C für 20 Sekunden. Anschließend wurden die Zellen für 
2 Minuten auf Eis abgekühlt und nach Zugabe von 900 µl vorgewärmten S.O.C. Medi-
um bei 37 °C unter leichtem Schütteln (225 rpm) 60 Minuten inkubiert. Bei Ligations-
reaktionen wurden die Bakterien anschließend für 1 Minute bei 6000 rpm zentrifugiert, 
das Pellet in 200 µl S.O.C. Medium resuspendiert und die Suspension mittels Drygalski-
Spatel auf Selektionsplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Im Fall einer 
einfachen Transformation zur Plasmidvermehrung wurde die Zellsuspension 1:10-1:100 
mit S.O.C Medium verdünnt und zu 100 µl auf die Selektionsplatte gebracht. 
Transformation Stb12 
Die Transformation von Plasmiden > 10 kb (Helferplasmid pAd-delta-F6) erfolgte in 
MAX Efficiency® Stb12™ kompetenten Zellen (Invitrogen).  Stb12™ E.coli zeichnen sich 
durch eine hohe Transformationseffizienz (> 109 cfu/µg) aus. Der Ablauf der Transfor-
mation entspricht dem für die DH5α Zellen. Unterschiedlich durchgeführt wurde der Hit-
zeschock. Dieser erfolgte bei den Stb12™ E.coli bei 42 °C für 25 Sekunden. Da keine 
Ligationsreaktionen mit diesen Zellen transformiert wurden, erfolgte die 1stündige 
Inkuabtion wie bei den DH5α Zellen bei 37 °C. 
 
2.2.2 Isolierung und Reinigung von DNA 
Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli 
Protokolle für die Plasmid-DNA Isolierung aus Bakterienkulturen basieren auf einer mo-
difizierten alkalischen Lyse. Chromosomale bakterielle DNA und Plasmid DNA denatu-
rieren infolge des alkalischen Milieus. Durch Zugabe von Kaliumacetet präzipitiert die 
chromosomale DNA und kann von der Plasmid-DNA abgetrennt werden. Eine 
Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgt anschließend mittels Silica-Membran- oder Anio-
nen-Tauscher-Säulen. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
47 
 
Die Präparation kleiner Plasmid-DNA Mengen für Sequenzierung, Klonierung oder 
Restriktionsverdau wurde mit dem Plasmid Mini Kit I der Firma Omega Bio-Tek durch-
geführt. Für die Isolierung wurden 1-2 ml einer frischen Übernachtkultur bei 10.000 × g 
zentrifugiert und das Bakterienpellet anschließend nach Angaben des Herstellers weiter 
verarbeitet. Die Eluierung erfolgte mit vorgegebenem Elutionspuffer oder sterilem 
deionisierten Wasser. Zur Präparation größerer Mengen Endotoxin freier Plasmid-DNA 
für die Transfektion wurde das NucleoBond Kit (PC 2000 EF) der Firma Macherey-
Nagel verwendet. Die Pelletierung der Bakterien aus 500 ml LB Selektionsmedium er-
folgte bei 6000 × g und 4 °C für 15 Minuten. Entsprechend dem Protokoll des Herstel-
lers wurde die Isolierung durchgeführt und die Präparation abschließend in 1 ml 
Endotoxin freiem TE-Puffer resuspendiert. 
Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache Methode zur Analyse von PCR Reak-
tionen (PCR: polymerase chain reaction), Konzentrationsabschätzung, zur präparativen 
Reinigung von DNA-Fragmenten und zur Überprüfung von Restriktionsschnittstellen. 
Bei der Elektrophorese werden die negativ geladenen Nukleinsäuren entlang eines 
elektrischen Gradienten in einer Polymermatrix (Agarose) nach Molekülgröße aufge-
trennt. Wenn nicht anders vermerkt, wurden 0,7-1,5 %ige Agarosegele in Abhängigkeit 
der Größe der zu untersuchenden Fragmente verwendet. Für die Herstellung der Gele 
wurde Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer (1x) gelöst und nach Abkühlung mit 
0,5 µg/ml Ethidiumbromid (1 %) versetzt. Die DNA-Proben, mit Ladepuffer (6x) ange-
setzt, wurden unter Mitführung eines 100 bp oder 1 kb DNA-Größenstandards 
(Invitrogen) auf das erstarrte Gel aufgetragen und mit TAE (1x) als Laufpuffer bei 120 V 
elektrophoretisch aufgetrennt. Unter UV-Beleuchtung konnten die DNA-Fragmente 
sichtbar gemacht und mittels Dokumentationssystem analysiert werden. 
Reinigung von DNA aus Agarosegelen 
Um linearisierte Plasmide, DNA-Fragmente oder PCR-Produkte zu reinigen, wurden 
diese in präparativen Agarosegelen der Größe nach aufgetrennt. Die zu isolierenden 
DNA-Banden wurden unter UV-Belichtung mit einem Skalpell aus dem Gel herausge-
schnitten und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach dem Auflösen des Gelstückes er-
folgte die Aufreinigung der DNA mittels Silica-Membran-Säulen aus dem NucleoSpin® 
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Extract II Kit von Macherey-Nagel. Die Elution wurde in 30 µl durchgeführt, die DNA di-
rekt verwendet oder bei -20 °C gelagert 
Konzentrationsmessung von DNA 
Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte spektralphotometrisch bei einer Wel-
lenlänge von 260 nm (Bio Photometer plus, Eppendorf). Eine E260 mit dem Wert 1 ent-
spricht 50 µg doppelsträngiger DNA pro Milliliter Probe. Das Verhältnis zwischen der 
Messung bei 260 nm und 280 nm ermöglicht eine Abschätzung der Reinheit von Nukle-
insäuren. Reine DNA sollte ein E260/E280 Verhältnis von 1,8 aufweisen. Verunreini-
gungen mit Protein reduzieren diesen Richtwert [338-339]. 
Sequenzanalyse von DNA 
Die Sequenzierungen von gereinigter Plasmid DNA wurde von der Firma Eurofins MWG 
Operon (Ebersberg) durchgeführt. In Abhängigkeit vom DNA-Fragment wurden eigene 
Sequenzierprimer mitgeliefert oder Standardprimer ausgewählt. Die Analyse der erhal-
tenen Chromatogramme erfolgte unter Anwendung von Chromas Lite Version 2.01. 
Alignment-Analysen wurden mittels ClustalW durchgeführt. 
 
2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA 
DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsendonukleasen sind in der Lage spezifische Abschnitte einer DNA-Sequenz 
zu erkennen, daran zu binden und zu hydrolysieren. Die Erkennungssequenzen dieser 
bakteriellen Enzyme bestehen meist aus palindromischen Sequenzen von vier bis acht 
Basenpaaren. Generiert werden, in Abhängigkeit vom Enzym, überlappende Enden 
(sticky ends, klebrige Enden) oder stumpfe Enden (blunt ends, glatte Enden). Durch 
Verwendung eines Enzyms, das an zwei verschiedenen Positionen schneidet, oder mit-
tels Doppelverdau (zwei Enzyme gleichzeitig oder nacheinander) können Bereiche ge-
zielt ausgeschnitten und anschließend ersetzt werden („Klonierung“). Die enzymatische 
Aktivität wird in Units (U) angegeben, wobei 1 U Enzym 1 µg DNA in einer Stunde spal-
tet.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Restriktion zur Klonierung und für analytische Ver-
daue eingesetzt. Nach einer Klonierung wurden die Vektoren neben der Sequenzanaly-
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se über verschiedene Restriktionsmuster auf das eingebrachte Insert und die Richtigkeit 
der mutationsanfälligen ITR´s geprüft. Eine Restriktionskontrolle von Vektoren und 
Helferplasmiden (pA-delta-F6 und pAAV-2/8) erfolgte nach jeder Plasmid-DNA-
Präparation. Die Restriktionen wurden mit den Enzymen der Firma New England 
Biolabs nach Herstellerangaben und mit den gelieferten Puffern und BSA (bovine serum 
albumin)-Lösungen durchgeführt. Generell wurde 1 µg DNA mit bis zu 20 U Enzym in 
50 µl Endvolumen für mindestens zwei Stunden verdaut. Reaktionsbedingungen (Tem-
peratur, Puffer und BSA-Konzentration) wurden an das jeweilige Enzym angepasst. Bei 
den Klonierungen wurden die Enzyme Not I, Hind III, Kpn I und Xba I, die jeweils über-
stehende Enden generieren und damit die Ligation vereinfachen, verwendet. Dabei er-
folgte die Reaktion jeweils mit zwei Enzymen simultan im Doppelverdau (Not I und 
Hind III, Kpn I und Xba I) unter Anpassung der Pufferbedingungen. Nach der Reaktion 
wurden die Restriktionsansätze mittels Agarosegelen analysiert. 
Ligation 
Die Ligation dient der kovalenten Verknüpfung von DNA-Fragmenten. Mittels Ligasen 
wird die Bildung der Phosphodiester-Bindung zwischen 5`Phosphatgruppe und 
3`Hydroxylgruppe katalysiert. Die Ligationsreaktion wurde mit dem Quick Ligation™ Kit 
der Firma New England Biolabs anhand des mitgelieferten Protokolls durchgeführt. In 
allen Klonierungen wurden 50 ng Vektor im Verhältnis 1:3 mit dem Insertkonstrukt li-
giert. Die eingesetzte DNA Menge des Inserts wurde nach folgender Formel berechnet, 
wobei die Masse in ng und die Größe in bp eingesetzt wird:  
m(Insert) = m(Vektor) x Größe(Insert) / Größe(Vektor) x Verhältnisfaktor 
Die berechneten Mengen an Vektor und Insert wurden zusammengegeben und das Vo-
lumen der Mischung auf 10 µl mit ddH2O aufgefüllt. Nach Zugabe von 10 µl Ligations 
Puffer (2x) und 1 µl Quick Ligase erfolgte die Reaktion für 5-10 Minuten bei 25 °C. Die 
Ligationsprodukte wurden direkt weiter verwendet oder bei -20 °C gelagert. 
Topo-TA-Klonierung 
Die Topo-TA-Klonierung ist eine Methode, bei der ein Taq-Polymerase amplifiziertes 
PCR-Produkt direkt und zeitsparend in einen Vektor kloniert wird. Man macht sich das 
Prinzip zu Nutze, dass die Taq-Polymerase mittels Matrizen-unabhängiger terminaler 
Transferase-Aktivität einen 3´-Desoxyadenosin (A)-Überhang generiert. Der linearisierte 
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pCR®2.1-TOPO Vektor (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen) besitzt 3´-Desoxythymidin 
(T)-Überhänge sowie eine kovalent gebundene Topoisomerase I. Die Ligaseaktivität der 
Topoisomerase I gewährleistet eine effiziente spontane Ligation des PCR-Produkts mit 
dem Vektor. Es schließt sich die Transformation des Vektors in E.coli an. 
Für die Reaktion wurden entsprechend den Herstellerangaben 2 µl frisch hergestelltes 
PCR-Produkt mit 1 µl pCR2.1-TOPO Vektor, 1 µl Salzlösung und 2 µl Wasser für 5 Mi-
nuten bei RT inkubiert und anschließend sofort auf Eis platziert. Die Transformation er-
folgte in kompetente DH5α (Subcloning Efficiency™ DH5α, Invitrogen). Die auf Eis auf-
getauten Zellen wurden mit 2 µl TOPO-Reaktion versetzt und für 25 Minuten auf Eis 
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C für 30 Sekunden. Danach wurden die Zel-
len sofort wieder auf Eis gestellt und anschließend mit 250 µl vorgewärmtem S.O.C. 
Medium für eine Stunde bei 37 °C unter leichtem Schütteln (225 rpm) inkubiert. Die er-
haltenen Transformanden wurden auf Ampicillinplatten, versetzt mit 40 µl X-Gal 
(40 mg/ml), ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Das im TOPO-Vektor ent-
haltene LacZ-Gen mit beta-Galaktosidase-Aktivität ermöglicht eine Blau-Weiß-Selektion 
der Bakterienkolonien. Das Galactoseanalog X-Gal wird von der beta-Galaktosidase zu 
einem blauen Farbstoff umgesetzt. Bei erfolgreicher Insertion des PCR-Produktes in 
den TOPO Vektor wird das LacZ-Gen unterbrochen, die Blaufärbung der Kolonien bleibt 
aus. Erhaltene weiße Kolonien wurden mittels Kolonie-Screening-PCR (Abschnitt 
II2.2.5) auf ihr Insert überprüft. Von positiven Klonen wurde eine Übernacht-LB-Kultur 
für Plasmid-DNA-Präparationen zur Restriktionskontrolle und Sequenzanalyse ange-
setzt.  
 
2.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA 
Bei allen Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie Plastikwaren, Filterspitzen und DEPC-
Wasser verwendet, um eine Degradierung der RNA zu vermeiden. Die Isolierung und 
Reinigung von RNA aus Gewebe erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen 
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Das Prinzip umfasst die Freisetzung 
der RNA aus den Zellen unter gleichzeitiger Inaktivierung von RNasen und die Bindung 
von RNA Molekülen > 200 Nukleotiden an eine Silica-Membran der RNeasy Mini spin 
Säule mit anschließender Reinigung. Adhärente Zellen wurden direkt in den Zellkultur-
gefäßen auf Eis lysiert. Hierzu wurden die Zellen nach Entfernung des Zellkulturmedi-
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ums einmal mit sterilem PBS (1x; phosphate buffered saline) gewaschen und mit 500 µl 
Lysepuffer (RLT-Puffer mit 1 % β-Mercaptoethanol) pro Well versetzt. In Stickstoff ge-
frorenes Gewebe wurde zu 10-20 mg abgewogen, sofort mit 350 µl Lysepuffer (RLT-
Puffer mit 1 % β-Mercaptoethanol) versetzt und mittels Stößel auf Eis homogenisiert. 
Zum Ende der Isolierung erfolgte die Elution in 50 µl RNase-freiem Wasser. Eine 
Reagenzienkontrolle wurde bei jeder RNA-Extraktion mitgeführt. 
Isolierung von RNA aus Blut 
Die Isolierung von RNA aus Gesamtblut (Leukozyten) erfolgte mit dem QIAamp® RNA 
Blood Mini Kit der Firma Qiagen. Dem Prozess der Isolierung vorangestellt ist eine Lyse 
der Erythrozyten. Aus den intakten Leukozyten erfolgt anschließend die Freisetzung der 
RNA unter gleichzeitiger Inaktivierung von RNasen. An den nachfolgenden 
Homogenisationsschritt mit QIAshredder-Säulen schließen die Bindung der RNA Mole-
küle (> 200 Nukleotiden) an eine Silica-Membran und mehrmalige Reinigungsschritte 
an. Die Isolation erfolgte aus 400 µl Vollblut entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die 
Elution der RNA wurde mit 30 µl RNase-freiem Wasser durchgeführt. 
Konzentrationsmessung von RNA 
Die Konzentrationsmessung der RNA erfolgte spektralphotometrisch bei einer Wellen-
länge von 260 nm (Bio Photometer plus, Eppendorf). Eine E260 mit dem Wert 1 ent-
spricht 40 µg RNA pro Milliliter Probe. Um den Reinheitsgrad der Lösung zu kontrollie-
ren, wurde weiterhin die Extinktion bei 280 nm gemessen. Ein Quotient der Extinktionen 
(E260/E280) von 1,9-2,1 lässt auf reine, gut gelöste RNA schließen. Verunreinigungen mit 
Protein und schlecht gelöste RNA reduzieren diesen Richtwert [338-339]. 
DNasebehandlung von RNA 
Zur Entfernung von Spuren genomischer DNA wurden alle RNA-Proben einer DNase-
Behandlung (Deoxyribonuclease I Amplification Grade, Invitrogen) unterzogen. Bei Pro-
ben, die im späteren Verlauf mittels quantitativer PCR analysiert und verglichen werden 
sollten, erfolgte der Einsatz gleicher RNA Mengen. Für die Reaktion wurde soweit mög-
lich maximal 1 µg RNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz nach Herstellerangaben ist 
Tabelle 8 zu entnehmen. 
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Tabelle 8: Reaktionsansatz (einfach) für die DNasebehandlung isolierter Gesamt-RNA 
RNA-Probe       x µl 
10x DNase I Puffer       1 µl 
DNase I (1 U/µl)       1 µl 
DEPC-Wasser    8-x µl 
  ∑ 10 µl 
 
Der DNase-Verdau erfolgte über 15 Minuten bei RT mit anschließender Inaktivierung 
des Enzyms durch Zugabe von 1 µl EDTA und 10minütiger Inkubation bei 65 °C. Die 
RNA wurde anschließend direkt verwendet oder bei -80 °C gelagert.  
 
2.2.5 PCR-Methoden 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur schnellen und gezielten Amplifika-
tion von DNA-Fragmenten. Jede PCR basiert auf drei Schritten: Denaturierung, Hybridi-
sierung und Elongation. Die Abfolge dieser Schritte stellt einen Zyklus der PCR dar und 
wird 20-40mal in Abhängigkeit von der gewünschten Vervielfältigung wiederholt. Als 
Denaturierung wird das Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA zu Einzelsträngen bei 
94-96 °C bezeichnet. Bei einer Temperatur von 50-65 °C wird die Anlagerung der Pri-
mer, die als Startpunkt für die Replikation dienen, an die komplementären Sequenzen 
der DNA gewährleistet. Im letzten Schritt synthetisert die DNA-Polymerase über das 
Anknüpfen von freien Nukleotiden den fehlenden Strang anhand des komplementären 
Einzelstranges. Die Temperatur hängt vom Optimum der verwendeten Polymerase ab 
(68-72 °C).  
PCR Amplifikation von DNA 
Für alle PCR-Arbeiten wurden ausschließlich sterile Pipettenspitzen und Reaktionsge-
fäße sowie steriles deionisiertes Wasser verwendet. Bei jeder PCR-Technik wurde eine 
Reagenzienkontrolle (Wasserkontrolle) mitgeführt. Die verwendeten Primer wurden von 
der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. Mit Ausnahme der Primer für 
die Klonierung, welche anhand der Zielsequenz entworfen wurden (Tabelle 3), erfolgte 
das Primerdesign unter Verwendung des Programm ApE A Plasmid Editor 1.13. 
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Für Standard-PCR-Reaktionen (GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 
wurde nachfolgender Reaktionsansatz (Tabelle 9) gewählt und entsprechend dem Pro-
gramm in Tabelle 10 in einen PCR Thermocycler (Thermo Electron Corporation) durch-
geführt. Verwendet wurde die Taq-Polymerase (recombinant, 5 U/µl) der Firma 
Invitrogen mit den dazu bereitgestellten Reaktionskomponenten. 
  
Tabelle 9: Reaktionsansatz (einfach) für eine Standard-PCR-Reaktion mit Verwendung der Taq-
Polymerase 
10x PCR-Puffer ohne MgCl2         2,5 µl 
MgCl2 (50 mM)       0,75 µl 
dNTP´s (10 mM)         0,5 µl 
Primer forward (10 µM)       1,25 µl 
Primer reverse (10 µM)       1,25 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 
      0,25 µl 
ddH2O  17,5-18 µl 
Template (cDNA)      0,5-1 µl 
       ∑ 25 µl 
 
Tabelle 10: PCR-Protokoll für eine Standard-PCR-Reaktion mit Verwendung der Taq-Polymerase 
Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Initialisierung   3 min 94 °C  
Denaturierung 45 sec 94 °C  
Hybridisierung 30 sec 55 °C 20-40x 
Elongation 60-90 sec 72 °C  
Finale Elongation 10 min 72 °C  
   5 min 20 °C  
    4 °C  
 
Kolonie-Screening-PCR 
Dies ist eine Variante der PCR, in der keine gereinigte DNA als Template eingesetzt 
wird. Die Methode wurde angewandt, um E.coli-Kolonien, welche ein Plasmid mit dem 
gewünschten Insert tragen, zu identifizieren. Hierfür wurde die Kolonie mit einer sterilen 
Pipettenspitze gepickt, kurz in PCR-Reaktionsmix (Tabelle 11) getaucht und anschlie-
ßend zum Animpfen einer LB-Übernachtkultur verwendet. Für die PCR wurden die Pri-
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mer aus der jeweiligen Klonierung eingesetzt (Tabelle 3) und das in Tabelle 12 darge-
stellte Programm verwendet. Die PCR-Produkte wurden im Anschluss mittels Agarose-
Gelelektrophorese überprüft. 
 
Tabelle 11: Reaktionsansatz (einfach) für eine Kolonie-Screening-PCR 
10x PCR-Puffer ohne MgCl2     1,6 µl 
MgCl2 (50 mM)   0,32 µl 
dNTP´s (10 mM)   0,16 µl 
Primer forward (10 µM)        1 µl 
Primer reverse (10 µM)        1 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 
  0,08 µl 
ddH2O 11,84 µl 
     ∑ 16 µl 
 
Tabelle 12: PCR-Protokoll für eine Kolonie-Screening-PCR mit Verwendung der Taq-Polymerase 
Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Initialisierung   5 min 94 °C  
Denaturierung 30 sec 94 °C  
Hybridisierung 30 sec 60 °C 30x 
Elongation 30 sec 72 °C  
Finale Elongation   7 min 72 °C  
   5 min 20 °C  
    4 °C  
 
Reverse Transkription-PCR (RT-PCR) 
RNA kann nicht direkt als Template für die PCR eingesetzt werden. Für mRNA-
Expressionsanalysen (Transkriptionsuntersuchungen) muss RNA zunächst in komple-
mentäre DNA (complementary DNA: cDNA) zurück geschrieben werden (reverse 
Transkription). Die RT-PCR ist eine kombinierte Methode bei der sich unmittelbar an die 
reverse Transkription eine PCR Amplifikation der resultierenden cDNA anschließt. 
Zur reversen Transkription wurde das SuperScript™ III First Strand Synthesis System 
von Invitrogen verwendet. Die Reaktionen erfolgten nach Angaben des Herstellerproto-
kolls in einem PCR Thermocycler (Thermo Electron Corporation). Zunächst wurden 
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DNase-verdaute RNA, Random Hexamer Primer und dNTP´s für 5 Minuten bei 65 °C 
denaturiert. Nach 1minütiger Abkühlung der Proben auf Eis erfolgte die Zugabe des 
SuperScript-Mastermix bestehend aus den Komponenten 10x RT Puffer, 25 mM MgCl2, 
0,1 M Dithiothreitol (DTT), RNaseOut™ und SuperScript™ reverse Transkriptase 
(Tabelle 13). Nach einer 10minütigen Annealingphase bei 25 °C erfolgte die Synthese 
der cDNA für 50 Minuten bei 50 °C und die Termination anschließend für 5 Minuten bei 
85 °C. Die cDNA wurde direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert. Eine Kontrolle der 
reversen Transkription erfolgte über eine anschließende Standard-PCR mit GAPDH. 
  
Tabelle 13: Reaktionsansatz (einfach) für die reverse Transkription mit dem SuperScript™ III First 
Strand Synthesis System 
DNase verdaute RNA 8 µl 
Random Hexamers 1 µl 
dNTP´s (10 mM) 1 µl 
10x RT Puffer 2 µl 
MgCl2 (25 mM) 4 µl 
DTT (0,1 M) 2 µl 
RNaseOUT™ 1 µl 
SuperScript™ RT 1 µl 
 ∑ 20 µl 
 
Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion und ermöglicht 
gleichzeitig über die Messung von Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung der PCR-
Produkte in Echtzeit. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Fluoreszenzdetektion über 
den Einsatz von TaqMan®-Sonden. 
Bei dieser Methode binden ein spezifisches Primerpaar und eine Sonde an gewünschte 
Sequenzabschnitte der DNA. Die TaqMan®-Sonden sind Oligonukleotide markiert mit 
einem Reporter-(FAM; 6-Carboxyfluorescein) und einem Quencher-(TAMRA; 6-Carb-
oxytetramethylrhodamin) Fluoreszenzfarbstoff. Im Ruhezustand absorbiert der 
Quencher die Emission des Reporters, ein Fluoreszenzsignal wird supprimiert. Wäh-
rend der Polymerisation wird die zwischen den Primern gebundene Sonde durch die 5´-
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3´-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase gespalten (Abbildung 9). Der dabei vom 
Quencher abgetrennte Reporter ist nun in der Lage seine Fluoreszenz (FAM 518 nm) 
zu emittieren [340]. Die Intensität der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Anzahl 
PCR-amplifizierter DNA-Fragmente. Über die Erfassung der Fluoreszenz mit entspre-
chenden Filtersystemen und einer Computer Software wird das Signal als ∆Rn [∆Rn = 
Rn+ - Rn-] berechnet. Dabei wird die emittierte Ausgangs-Fluoreszenz von der Emission 
des Produkts zu jedem Zeitpunkt subtrahiert. Das Fluoreszenzsignal ∆Rn wird gegen 
die Zyklenanzahl graphisch aufgetragen und beschreibt einen logarithmischen Verlauf. 
Nach der Startphase, in der das Signal die Hintergrundfluoreszenz nicht überschreitet, 
folgt die exponentielle Phase, in der sich die Zielsequenz unter optimalen Bedingungen 
verdoppelt. Zum Ende der PCR ist die Menge der Zielsequenz so stark angestiegen, 
dass Produkte miteinander hybridisieren und die PCR hemmen (Plateauphase). Der 
Anfang der exponentiellen Phase wird zur Quantifizierung benutzt. Dabei wird der Zyk-
lus, bei dem das gemessene Fluoreszenz-Signal die Hintergrundfluoreszenz übersteigt, 
als CT-Wert (Threshold Cycle, Schwellenwert) angegeben [335, 341]. 
 
 
Abbildung 9: TaqMan-System; FW (forward), RV (reverse); entnommen aus [335] 
 
Die Quantifizierungen in dieser Arbeit erfolgten mittels AmpliTaq Gold®-Polymerase 
(Applied Biosystems) sowohl relativ im Zuge durchgeführter Genexpressionsanalysen 
als auch absolut zur Bestimmung der AAV-Genom-Kopien (Titer). Bei der relativen 
Quantifizierung wurde GAPDH als Referenzgen (houskeeping gene) zur Normalisierung 
der Expression des Zielgens eingesetzt. Es wurden sowohl fertige TaqMan® Gene Ex-
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pression Assays (GEA) der Firma Applied Biosystems (Mix aus Primerpaar und Sonde) 
als auch einzelne Primerpaare und Sonden eingesetzt (Tabelle 6 und Tabelle 7). Im 
Folgenden sind die Komponenten der beiden PCR-Ansätze (Tabelle 14 und Tabelle 15) 
und die Zusammensetzung des TaqMan® PCR Mastermix (Tabelle 16) aufgeführt. 
 
Tabelle 14: Reaktionsansatz (einfach) für eine quantitative Real-Time PCR; Primerpaar und Sonde 
separat vorliegend  
 Konzentration µl pro Ansatz 
forward Primer (25 µM)    1 µM 1 µl 
reverse Primer (25 µM)    1 µM 1 µl 
Sonde (10 µM) 0,4 µM 1 µl 
TaqMan® PCR Mastermix (2x) 1x 12,5 µl 
steriles deionisiertes Wasser - 8,5 µl 
cDNA - 1µl 
  ∑ 25µl 
 
Tabelle 15: Reaktionsansatz (einfach) für eine quantitative Real-Time PCR unter Verwendung 
vorgefertigtigter TaqMan® Gene Expression Assays  
 Konzentration µl pro Ansatz 
TaqMan® Gene Expression Assay (20x) 1x      1,25 µl 
TaqMan® PCR Mastermix (2x) 1x      12,5 µl 
steriles deionisiertes Wasser -    10,25 µl 
cDNA -           1 µl 
  ∑ 25µl 
 
Tabelle 16: Zusammensetzung des 2x TaqMan® PCR Mastermix  
10x PCR Gold Puffer  1000 µl 
MgCl2 (25 mM)    600 µl 
dNTP´s (10 mM)    200 µl 
ROX    200 µl 
AmpliTaq Gold® (5 U/µl) 
     50 µl 
DEPC    2950 µl 
 ∑ 5000 µl 
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Zur Minimierung von Ungenauigkeiten wurde ein Mastermix aus Primern, Sonde, 
TaqMan® PCR-Mix und Wasser (8,5-4 µl oder 10,25-4 µl) zu 20 µl vorgelegt und dann 
mit 5 µl cDNA (1 µl+4 µl Wasser) versetzt. Die Proben wurden in Duplikaten gemessen, 
ein Reagenzienblindwert wurde immer mitgeführt. Die Messungen erfolgten am 
Mastercycler® ep Realplex der Firma Eppendorf in 96-Well Platten oder PCR-Strips. Die 
Zyklenzahl wurde auf 40 festgesetzt, das PCR-Programm ist in Tabelle 17 beschrieben. 
 
Tabelle 17: PCR-Protokoll für eine quantitative Real-Time PCR 
Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Aktivierung AmpliTaq Gold 10 min 95 °C  
Denaturierung 15 sec 95 °C 
40x 
Elongation 60 sec 60 °C 
    4 °C  
 
Die Analyse der Daten wurde mit der Software des Mastercycler® ep Realplex durchge-
führt. Mit der Wahl eines geeigneten Thresholds (Schwellenwert) wurden die CT-Werte 
der gemessenen Proben definiert. Bei der absoluten Quantifizierung wurden die Ge-
nom-Kopien berechnet, indem der CT der Probe mit dem CT eines Standards in Bezie-
hung gebracht wurde. Zur Berechnung der relativen Expression wurde die vergleichen-
de delta delta CT-Methode (2-∆∆CT) angewendet. ∆CT ist die Differenz aus dem CT des 
Referenzgens und des Zielgens. Das mittlere ∆CT der Kontrolle (Nicht-Intervention) 
wird anschließend vom ∆CT der Intervention subtrahiert, es ergibt sich ∆∆CT. Die Ände-
rung der RNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle wird durch Delogarithmieren zur 
Basis zwei berechnet. 
 
2.3 Zellkultur 
Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerk-
bank. Es wurden ausschließlich sterile Materialen, Lösungen und Medien eingesetzt. 
Die  verwendeten Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Vor Arbeitsbeginn 
wurden Medien und Lösungen auf 37 °C temperiert.  
 
 




Kultivierung der HEK-293-Zellen 
Die humane embryonale Nierenzelllinie, welche stabil mit dem Adenovirus Typ 5 E1-
Gen transfiziert ist, wurde freundlicherweise von Prof. James M. Wilson (Gene Therapy 
Program, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA) zur Verfügung gestellt. Als 
Nährlösung der HEK-293 diente DMEM high Glucose (Glukose: 4,5 g/l, mit L-Glutamin), 
angereichert mit 10 % FBS (fötales bovines Serum) und 1 % Penicillin/Streptomycin. 
Medienwechsel erfolgten 2mal wöchentlich. Die Zellen wurden im Verhältnis 1:2-1:10 
passagiert, bevor sie 90 % Konfluenz erreichten. Es wurde darauf geachtet, dass die 
Zellen nicht überwuchern, da dies die Transfektionseffizienz negativ beeinflusst. 
 
2.3.2 Passagieren und Zellaussaat 
Die Zellen wurden über Trypsinierung geerntet. Nach vollständiger Entfernung des Zell-
kulturmediums und dem Waschen der Zellen mit PBS (1x) erfolgte die Inkubation mit 
Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % / 0,02 %; 1/10 des Kulturmediumvolumens) für 2-5 Minu-
ten bei 37 °C. Infolge der proteolytischen Aktivität des Trypsins und der Fähigkeit des 
EDTA zur Komplexierung von Kationen kommt es zum Ablösen der adhärenten Zellen. 
Die Zellen wurden währenddessen unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach 5 Minu-
ten nicht abgelöste Zellen wurden vorsichtig mit einem Zellschaber von der Zellkultur-
platte gelöst. Anschließend erfolgte die Zugabe der doppelten Menge an Kulturmedium, 
um das Trypsin mit dem enthaltenen Serum zu inaktivieren. Zur weiteren Kultivierung 
wurden die Zellen mit der notwendigen Menge an Nährmedium verdünnt und im oben 
angegebenen Verhältnis in frische Kulturgefäße überführt. Die Bestimmung der Ge-
samtzellzahl zur Aussaat definierter Zellmengen erfolgte unter Verwendung der Neu-
bauer Zählkammer. Hierzu wurde die Zellsuspension (nach Inaktivierung des Trypsins) 
gut gemischt und in einer Verdünnung von 1:10-1:50 gezählt. Die Auszählung erfolgte 
in allen Feldern der vier Außenquadrate. Berechnet wurde die Gesamtzellzahl nach fol-
gender Formel:  
Summer der gezählten Zellen / 4 x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellen / ml 
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Die zur Aussaat notwendige Menge an Zellsuspension wurde bei 1200 rpm für 3 Minu-
ten bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend mit Kulturmedium vorsichtig 
resuspendiert und die Zellen in der entsprechenden Zahl in die Kulturgefäße überführt. 
 
2.3.3 Kryokonservierung und Auftauen 
Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen eingefroren und in Stickstofftanks 
bei -196 °C gelagert. Hierfür erfolgte zunächst die Trypsinierung der Zellen (II2.3.2), mit 
anschließender Zentrifugation bei 1200 rpm über 3 Minuten (RT). Das Zellpellet wurde 
anschließend in Einfriermedium (10 % DMSO in Kulturmedium) resuspendiert und in ein 
Kryoröhrchen überführt. Nach 24 Stunden bei -80 °C wurden die Zellen in den Stick-
stofftank umgelagert. 
Zum zügigen Auftauen der Zellen wurden die Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37 °C 
erwärmt und die Zellen anschließend in Kulturgefäße mit vorgelegtem Nährmedium 
überführt. Nach 24 Stunden erfolgte zur Entfernung des DMSO aus dem Einfriermedi-
um ein  Mediumwechsel.  
 
2.4 Herstellung von rAAV 
Die rAAV Vektoren wurden nach einem im Gentherapie Programm der Universität 
Pennsylvania etablierten Protokoll mit einigen wenigen Modifikationen erstellt. In der 
vorliegenden Arbeit wurden AAV-2/8 Hybridvektoren durch „Cross-Packaging“ zur Ge-
währleistung einer hohen hepatischen Transduktion erzeugt. Der Unterschied zwischen 
den verwendeten AAV-2/8 Hybridvektoren und einem AAV-2 Vektor besteht darin, dass 
das AAV-2 Genom in das Kapsid des AVV-8 verpackt wird. Die eingesetzten replikati-
onsdefizienten AAV-2 Vektoren sind nicht humanpathogen und daher von der ZKBS in 
die Sicherheitsstufe eins eingestuft. Zur Produktion der rAAV wurden der jeweilige 
Transgen-tragende Vektor und zwei Helferpalsmide mittels Polyethylenimin (PEI) in ei-
ner „Triple-Transfektion“ in HEK-293-Zellen kotransfiziert. Die Konzentrierung und Auf-
reinigung des Virus wurden über drei aufeinanderfolgende Cäsiumchlorid-Dichte-
gradienten mit anschließender Dialyse vorgenommen.  
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2.4.1 Plasmide und Vektoren 
Die verwendeten Vektor- und Helferplasmide wurden freundlicherweise von Prof. J. M. 
Wilson (Gene Therapy Program, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA) zur 
Verfügung gestellt und sind in Tabelle 18 sowie in Abbildung 10 aufgeführt.  
 
Tabelle 18: Vektor- und Helferplasmide 
Vektorplasmid (cis) Beschreibung 
pAAV2.1-TBG-MCS I und II 
Vektorplasmid: 4752 bp, TBG-Promotor, 2 intakte AAV-2 ITR´s, 
MCS (I und II: MCS in umgekehrter Orientierung), SV-40, PolyA 
Signal, Ampicillinresistenz 
pAAV2.1-CMV-MCS 
Vektorplasmid: 5426 bp, CMV-Promotor, 2 intakte AAV-2 ITR´s, 
MCS, PolyA Signal, Ampicillinresistenz 
pAAV2.1-TBG-LacZ 
pAAV2.1-CMV-LacZ 
Transgen-tragende Vektorplasmide: LacZ unter Kontrolle des TBG- 
oder CMV-Promotor (7412 bp, 7142 bp), 2 intakte AAV-2 ITR´s, 
PolyA Signal, SV-40 (bei TBG), Ampicillinresistenz 
pAAV2.1-CMV-eGFP 
Transgen-tragendes Vektorplasmid: 5504 bp, eGFP unter Kontrolle 
des CMV-Promotor, 2 intakte AAV-2 ITR´s, PolyA Signal, 
Kanamycinresistenz 
Helferplasmid            Beschreibung 
pAAV-2/8 (trans-Plasmid) Expression Rep-Gene des AAV-2 und Cap-Gene des AAV-8, 
Ampicillinresistenz 
pAd-delta-F6 
Adenovirus-Helferplasmid: Expression adenoviraler Helfergene: 
VA-RNA, E2A, und E4, Ampicillinresistenz 
 
Die Expression der Transgene, die in die Vektorplasmide eingefügt wurden, wird von 
den ITR´s des AAV-2, sowie über den Promotor des humanen Thyroxin-bindenden 
Globulins (TBG-Promotor) oder des Cytomegalovirus (CMV-Promotor) kontrolliert. Auf 
den Vektorplasmiden befinden sich weiterhin eine flexible Klonierungsstelle (MCS: mul-
tiple cloning site), die Terminationssequenz BGH-PolyA (bovine growth hormone 
polyadenylation signal) und zum Teil eine DNA-Sequenz des Affenvirus SV-40 (simian 
virus type 40). Zur Verpackung des Virus benötigte isolierte Replikationsbestandteile 
entstammen dem AAV-2 und werden isoliert von den ITR´s (cis-Plasmid) auf einem 
Helferplasmid (pAAV-2/8) zur Verfügung gestellt. Das Helferplasmid pAAV-2/8 enthält 
neben den Rep-Genen des AAV-2 die Cap-Gene des AAV-8 (trans-Plasmid). Auf dem 
Helferplasmid pAd-delta-F6 sind die adenoviralen Helfergene E2A, E4 und VA-RNA co-
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diert. Während E4, vor allem das Produkt des offenen Leserahmen 6 (ORF6), an der 
Replikation beteiligt ist, unterstützen E2A und VA-RNA die Stabilität der viralen mRNA 
sowie die Effizienz der Translation [321]. Bei den Transgenen handelt es sich um die 
Reportergene LacZ (beta-Galaktosidase) und eGFP (enhanced green fluorescent prote-
in), sowie GLP-1 (7-37) und GLP-1 (9-37). Die im Rahmen dieser Arbeit klonierten 
Vektorplasmide, zur Expression des aktiven und metabolisierten GLP-1, werden aus-
führlich in Abschnitt II2.4.2 behandelt. 
 
 
Abbildung 10: Plasmidmappen der Vektorplasmide 
 
Für eine effiziente Replikation und Verpackung des Transgens sind intakte ITR´s der 
Vektorplasmide von großer Bedeutung. Die ITR´s neigen bei der Vermehrung der 
Vektorplasmide in E.coli zur Ausbildung von Mutationen [342]. Zur Kontrolle der Integri-
tät der ITR´s wurden die Vektorplasmide nach jeder Vermehrung in E.coli mit dem Rest-
riktionsenzym Sma I verdaut. Sma I schneidet zweifach im zentralen, mutationsanfälli-
gen Bereich der ITR´s [308, 329]. Standardmäßig erfolgten nach Plasmidpräparation für 
alle Vektor- und Helferplasmide ein bis zwei Restriktionskontrollen mit den in Tabelle A 
1 angeführten Enzymen. Erst nach einer Kontrolle und Bestätigung der Richtigkeit des 
MATERIAL UND METHODEN 
63 
 
Restriktionsmusters mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden die Plasmide zur Her-
stellung der rAAV eingesetzt. 
 
2.4.2 Klonierung der Transgen-tragenden Vektorplasmide 




Abbildung 11: Plasmidmappen der klonierten Vektorplasmide  
 
Bei dem Transgen GLP-1 (7-37) handelt es sich um eine der zwei aktiven Formen des 
GLP-1. GLP-1 (9-37) stellt die metabolisierte Variante des aktiven GLP-1 (7-37) nach 
Abspaltung der zwei N-terminalen Aminosäuren durch die DPP4 dar. Da GLP-1 durch 
posttranslationale Prozessierung aus Proglukagon generiert wird, besitzt das GLP-1 
kein eigenes Startcodon und keinerlei Information zur Sekretion. Demnach wurden die 
Transgene mit einem Startcodon (ATG) und einem Stopcodon (TAA) versehen, um Ini-
tiierung und Termination von Transkription und Translation zu ermöglichen. Zur Ge-
währleistung der Sekretion in ektopischen nicht-endokrinen Geweben wurde den GLP-
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Sequenzen die Signalsequenz der sekretierten alkalischen Phosphatase (SEAP) ange-
fügt. Die Signalsequenz begünstigt die Einschleusung des erzeugten Peptides in den 
sekretorischen Pathway und wird über ubiquitär vorkommende Signalpeptidasen 
posttranslational wieder entfernt. Die Modifikation der Transgene erfolgte nach Parsons 
et al. (2007) [343]. 
Als Template für die Klonierung diente die cDNA des humanen Glukagon, welche über 
ein Expressionsplasmid (pDNR-LIB) der Firma imaGenes bezogen wurde 
(IRAUp969H0742D, Referenzsequenz: BC005278). Nach Anzucht der Stichkultur auf 
Chloramphenicolplatten, Kultivierung in LB-Medium und Plasmid-DNA-Präparation er-
folgte eine PCR zur Amplifizierung der jeweiligen GLP-1-Sequenz aus der cDNA des 
Glukagon (Tabelle 19 und Tabelle 20). 
 
Tabelle 19: Reaktionsansatz für die Amplifikation der jeweiligen GLP-1 Sequenz aus der cDNA des 
Glukagon 
10x PCR-Puffer ohne MgCl2       5 µl 
MgCl2 (50 mM)    1,5 µl 
dNTP´s (10 mM)       1 µl 
pDNR-LIB-Glukagon 2 µl (= 200 ng) 
Primer forward (10 µM)       1 µl 
Primer reverse (10 µM)       1 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 
   0,5 µl 
ddH2O     38 µl 
    ∑ 50 µl 
 
Tabelle 20: PCR-Protokoll für die Amplifikation der jeweiligen GLP-1 Sequenz aus der cDNA des 
Glukagon 
Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Initialisierung   2 min 94 °C  
Denaturierung 30 sec 94 °C  
Hybridisierung 30 sec 60 °C 25x 
Elongation 30 sec 72 °C  
Finale Elongation 10 min 72 °C  
   5 min 20 °C  
    4 °C  
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Die verwendeten forward Primer enthalten einen 5`-Überhang, eine Kozaksequenz, die 
Signalsequenz der SEAP mit Startcodon und 21 Nukleotide des jeweiligen GLP-1. Der 
reverse Primer enthält einen 3´-Überhang, ein Stopcodon sowie 16 Nukleotide des 
GLP-1 und wurde für die Klonierung beider Konstrukte verwendet. Die designten Primer 
sind in Tabelle 3 dargestellt. Die entstandenen PCR-Produkte mit einer Länge von 
161 bp für das aktive GLP-1 und 155 bp für den GLP-1-Metaboliten wurden bezüglich 
ihrer Größe mittels Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Im Anschluss an die PCR 
wurde eine TOPO-TA-Klonierung durchgeführt (Abschnitt II2.2.3). Dabei erfolgte die 
Ligation der frischen PCR-Produkte mittels Topoisomerase I in den pCR2.1-TOPO Vek-
tor (3931 bp). Über ein Blau-Weiß-Screening der Methode können Bakterienkolonien, 
die Plasmide mit Insert tragen, visuell identifiziert werden. Erhaltene weiße Kolonien 
wurden zunächst mittels Kolonie-Screening-PCR (Abschnitt II2.2.5) auf ihr Insert über-
prüft. Von positiven Klonen wurde weiterhin eine Übernacht-LB-Kultur angesetzt, an-
schließend eine Mini-Plasmid-DNA-Präparation durchgeführt und das Insert via Se-
quenzanalyse (Standardprimer: M13 uni (-21)) kontrolliert. Nach der TOPO-TA-Klonie-
rung ergaben sich folgende Plasmide: 
pCR2.1-TOPO-SEAP-GLP-1 (7-37): 4092 bp 
pCR2.1-TOPO-SEAP-GLP-1 (9-37): 4086 bp 
 
Zur Umklonierung der Konstrukte SEAP-GLP-1 (7-37) und SEAP-GLP-1 (9-37) aus 
dem pCR2.1-TOPO Vektor in das Vektorplasmid pAAV2.1-CMV-MCS wurden die 
Plasmide jeweils mit den Restriktionsenzymen Not I und Hind III geschnitten. Die ent-
standenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Die durchgeführte 
Restriktion ergab aus dem TOPO-Vektor ein Fragment von 248 bp (für SEAP-GLP-1 (9-
37)) beziehungsweise von 254 bp (für SEAP-GLP-1 (7-37)). Diese und das Rückgrat 
des pAAV2.1-CMV-MCS von 4774 bp wurden aus dem Agarosegel aufgereinigt. Die 
gereinigten Fragmente wurden mittels Quick Ligase im Verhältnis 1:3 (Vektor:Insert) li-
giert und die Ligationsprodukte transfomiert (Abschnitt II2.2.1). Zur Kontrolle der ge-
wachsenen Kolonien wurde eine Kolonie-Screening-PCR durchgeführt und zeitgleich 
erfolgte die Kultivierung der gepickten Kolonien in LB-Medium zur Plasmid-DNA-
Präparation für Kontrollrestriktion und Sequenzierung. Die Sequenzierung erfolgte mit 
dem Standardprimer CMV forward. 
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Zur Erstellung der Transgen-tragenden Vektorplasmide mit TBG-Promotor wurde aus 
dem TOPO-Vektor SEAP-GLP-1 (7-37) in pAAV2.1-TBG-MCS I und SEAP-GLP-1 (9-
37) in pAAV2.1-TBG-MCS II umkloniert. pCR2.1-TOPO-SEAP-GLP-1 (7-37) und 
pAAV2.1-TBG-MCS I wurden jeweils mit den Restriktionsenzymen Not I und Hind III 
geschnitten. Der Restriktionsverdau des pAAV2.1-TBG-MCS II und des pCR2.1-TOPO-
SEAP-GLP-1 (9-37) erfolgte mit Kpn I und Xba I. Die entstandenen Fragmente: SEAP-
GLP-1 (7-37) 254 bp, pAAV2.1-TBG-MCS I 4653 bp, SEAP-GLP-1 (9-37) 261 bp und 
pAAV2.1-TBG-MCS II 4746 bp wurden elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend 
aufgereinigt. Ligation, Transformation und Kontrolle der Klone erfolgten nach gleicher 
Vorgehensweise wie bei der Klonierung der Vektorplasmide mit CMV-Promotor. Die In-
serts wurden mit den Sequenzierprimern aus Tabelle 4 kontrolliert. Restriktionskontrol-
len der klonierten Vektorplasmide erfolgten mit den in Tabelle 21 aufgeführten Enzy-
men. 
 
Tabelle 21: Restriktionsmuster der klonierten Vektorplasmide 
Plasmid Enzym Restriktionmuster (bp der Fragmente) 
pAAV2.1-TBG-GLP-1 (7-37) Sma I 2873, 1087, 927, 11, 11  
EcoR I 3204, 1134, 292, 131, 100, 48  
pAAV2.1-TBG-GLP-1 (9-37) Sma I 2873, 1569, 543, 11, 11  
EcoR I 3204, 1103, 292, 235, 125, 48  
pAAV2.1-CMV-GLP-1 (7-37) Sma I 2873, 2135, 11, 11  
EcoR I 3204, 838, 809, 131, 48 
pAAV2.1-CMV-GLP-1 (9-37) Sma I 2873, 2131, 11, 11 
EcoR I 3204, 838, 811, 125, 48 
 
Der Klonierung schließt sich die „Triple-Transfektion“ des Transgen-tragenden 
Vektorplasmids und der Helferplasmide in HEK-293-Zellen an. Nach Transkription und 
Translation der Rep- und Cap-Gene erfolgt die Verpackung des Transgens in ein 
Viruskapsid. Die Viruspartikel („Vektoren“) werden isoliert und über eine Cäsiumchlorid-
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Alle nachfolgend aufgeführten Arbeiten 
wurden unter sterilen Bedingungen unter der Laminar Flow ausgeführt. Es wurde 
ausschließlich mit sterilen Lösungen gearbeitet. 
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2.4.3 Transfektion                                 
Die Transfektion erfolgte in Anlehnung an Choi et al. (2007) und Durocher et al. (2007) 
nach gründlicher Austestung und Optimierung [329, 344]. Für eine Viruspräparation 
wurden 50 Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 15 cm eingesetzt. 24 Stunden 
vor der Transfektion wurden die HEK-293-Zellen im Verhältnis 1:3 gesplittet, um eine 
80 %ige Konfluenz am Tag der Transfektion zu erzielen. Ein Mediumwechsel mit der 
Umstellung auf serumfreies Medium erfolgte zwei Stunden vor der Transfektion (19 ml). 
Als Transfektionsreagenz wurde PEI (linear, 25 kDa), ein nicht-virales polykationisches 
Polymer der Firma Polysciences, verwendet. Pro Zellkulturschale wurden 26 µg pAd-
delta-F6, 13 µg pAAV2/8 und 13 µg Transgen-tragender Vektorplasmid im Verhältnis 
1:2 mit PEI (1 mg/ml) transfiziert [344]. Es wurden 5 Transfektionsansätze für jeweils 10 
Zellkulturschalen hergestellt. Pro Ansatz wurden 10 ml serumfreies DMEM mit den 
Plasmiden versetzt, gemischt, PEI hinzugefügt und sofort gevortext. Die Präzipitat-
bildung erfolgte in einer 15minütigen Inkubation bei RT. Anschließend wurden pro Platte 
1,1 ml der PEI-DNA-Komplex-Lösung vorsichtig und unter Schwenken in das Zellkul-
turmedium getropft. Interaktionen der PEI-DNA-Komplexe mit Proteoglycanen der Zell-
oberfläche sind vermutlich bei der zellulären Aufnahme von Bedeutung [345]. Die hohe 
Transfektionseffizienz des PEI resultiert aus der forcierten Freisetzung der Komplexe 
aus den Endosomen ins Zytoplasma [346] und dem Schutz der DNA vor Degradierung 
(DNasen) [347]. Die transfizierten HEK-293-Zellen wurden für 72 Stunden im Brut-
schrank bei 37 °C und 5 % CO2 gehalten. Ein Mediumwechsel nach PEI-Transfektion 
ist nicht notwendig [344]. Über die Zugabe von 5 ml DMEM mit 50 % FBS pro Platte 
wurde jedoch vier Stunden nach Transfektion eine Konzentration von 10 % FBS im 
Zellkulturmedium wiederhergestellt. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde bei 
jeder Transfektion eine Platte HEK-293-Zellen mit pAAV2.1-CMV-eGFP nach dem oben 
beschriebenen Schema transfiziert. 
 
2.4.4 Aufreinigung und Konzentrierung 
Die Konzentrierung und Aufreinigung des Virus wurden über drei aufeinanderfolgende 
Cäsiumchlorid-Dichtegradienten mit anschließender Dialyse vorgenommen. Die 
Cäsiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation ermöglicht die Abtrennung von leeren 
Kapsiden und Verunreinigungen mit einer höheren oder niedrigeren Dichte [348].  
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Die HEK-293-Zellen wurden 72 Stunden nach der Transfektion durch Abschaben ge-
erntet, bei 4000 rpm für 15 Minuten (4 °C) sedimentiert, mit 20 ml PBS (1x) resuspen-
diert und erneut bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde sofort weiterverarbeitet 
oder bis zur Aufreinigung bei -80 °C gelagert.  
Bei -80 °C gelagerte Zellpellets wurden zunächst für 10 Minuten bei 37 °C im Wasser-
bad aufgetaut. Das Pellet wurde anschließend in 27 ml TMN-Puffer resuspendiert. Der 
Zellaufschluss zur Freisetzung der Viruspartikel erfolgte mittels Sonifizierung. Die auf 
Eis gehaltene Zellsuspension wurde dabei für dreimal 30 Sekunden bei 30 % Output mit 
dem Branson Sonifier B15 sonifiziert. Um freie RNA und DNA abzubauen, wurde das 
Zelllysat mit 25 U/ml Benzonase® (Nuclease ultrapure grade, Sigma) versetzt, vorsichtig 
invertiert und für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach 10minüter Behandlung mit 
1,25 ml Desoxycholsäure (10 %) bei 37 °C wurde die Suspension für 10 bis 20 Minuten 
auf Eis gehalten. Zur Abtrennung von Zellbruchstücken wurde eine Zentrifugation bei 
4000 rpm und 4 °C für 15 Minuten durchgeführt. Der geklärte Überstand wurde an-
schließend mit 0,454 g Cäsiumchlorid (CsCl) pro Milliliter versetzt und durchmischt. Für 
die Ultrazentrifugation wurden pro Viruspräparation zwei open-top-Zentrifugenröhrchen 
(Polyallomer Tupe, Beckman Coulter) vorbereitet. Dabei wurden je Röhrchen 9 ml 
1,41 g/ml CsCl-Lösung mit 9 ml 1,61 g/ml CsCl-Lösung unterschichtet. Jeweils die Hälf-
te der CsCl-versetzten Suspension wurde vorsichtig auf die vorbereiteten Gradienten 
gegeben. Die Ultrazentrifugation erfolgte in einem SW 32 Ti Rotor (Beckman Coulter) 
für 18 bis 20 Stunden bei 25.000 rpm (15 °C). Nach der ersten Zentrifugation reichern 
sich Lipide an der Oberfläche der Lösung an und in der Mitte des Röhrchens ist die 
AAV-Bande zu erkennen [329]. Nach Entfernung des Lipidpfropf wurde der Gradient 
von oben mit einer Pipette in Fraktionen von 1 ml abgenommen. Von allen Fraktionen 
wurde in 5 µl Aliquots der Brechungsindex mittels Refraktometer bestimmt. Fraktionen 
mit einem Brechungsindex von 1,362 bis 1,373 wurden in zwei Quick-Seal-Zentrifugen-
röhrchen (Quick-Seal® Polyallomer Tube, Beckman Coulter) vereinigt, luftblasenfrei mit 
1,41 g/ml CsCl-Lösung aufgefüllt und bei 60.000 rpm für 20 bis 24 Stunden (15 °C) in 
einem 70.1 Ti Rotor (Beckman Coulter) zentrifugiert. Auch die Ernte der Fraktionen aus 
den Quick Seal Tubes erfolgte von oben. Dazu wurde mittels Kanüle und Spritze die 
erste Fraktion von 1 ml aus dem Tube gezogen und anschließend mit Hilfe eines Skal-
pell die Kappe des Tube abgetrennt. Die Sammlung der Fraktionen (1 ml) konnte somit 
erneut mit einer Pipette realisiert werden. Konform zur ersten Fraktionierung wurden die 
MATERIAL UND METHODEN 
69 
 
virushaltigen Fraktionen in nun lediglich einem Quick-Seal-Zentrifugenröhrchen verei-
nigt und ein weiteres Mal im 70.1 Ti Rotor über Nacht zentrifugiert. Nach der dritten 
Ultrazentrifugation wurden Fraktionen von 500 µl gesammelt und nur jene mit einem 
Brechnungsindex von 1,364 bis 1,371 vereint. Im Anschluss an die Aufreinigung erfolg-
te eine weitere Aufkonzentrierung und Filtrierung des rAAV. Zur Entfernung des poten-
tiell toxischen Cäsiumchlorids wurden die vereinten Virusfrakionen mit 10 ml PBS (1x) 
über einen Millipore UltraFree 100K Filter bei 3000 rpm dialysiert. Dieser Waschvor-
gang wurde noch zweimal mit 12 ml PBS (1x) wiederholt. Der auf ein Gesamtvolumen 
von 2 ml aufkonzentrierte Virus wurde in ein Kryoröhrchen überführt. Um Verluste über 
anheftende AAV-Partikel an der Filtermembran zu minimieren, wurde diese viermal vor-
sichtig mit 100 µl PBS (1x) gewaschen, welches anschließend der AAV-Lösung zuge-
fügt wurde. Die aufgereinigten und konzentrierten AAV´s wurden bei 4 °C gelagert. Zur 
langfristigen Aufbewahrung bei -80 °C erfolgte die Zugabe von sterilem Glycerin (5 % 
Endkonzentration) zum AAV-Stock. 
 
2.4.5 Titerbestimmung 
Die Quantifizierung der rAAV-Vektoren erfolgte mittels Real Time PCR (II2.2.5). Dabei 
wurde ein Fragment der BGH-Poly(A+) Region des AAV-Vektors mit einem spezifi-
schen Primer-Paar amplifiziert und das PCR-Produkt mittels fluoreszenzmarkierter 
(FAM) AAV-BGH-PolyA-Sonde fluorimetrisch nachgewiesen. Bei dieser RT-PCR han-
delt es sich um eine absolute Quantifizierung der AAV-Genom-Kopien. Zur Kalkulation 
wurde dabei der CT-Wert der Probe mit dem CT-Wert eines Standards in Beziehung 
gebracht. Als Referenz diente ein mit Sal I linearisiertes Vektorplasmid, das in einer 
Verdünnungsreihe von 1 ng/µl (3,84*108 Genomkopien) bis 0,001 ng/µl als Standard 
eingesetzt wurde. Die Anzahl der Genomkopien, die bei der Amplifizierung von 1 ng 
entstehen, wurden anhand der nachfolgenden Formel berechnet. 
Genomkopien pro ng = 1*10-9 g / (Anzahl Basenpaare x 660 g/mol) x 6,02*1023/mol x 2 
     Durchschnittliche Molmasse eines Basenpaares: 660 g/mol 
     Avogadro-Konstante: 6,02213670*1023/mol 
 
In Vorbereitung auf die Quantifizierung wurden die rAAV-Vektoren einem DNase-
Verdau zum Abbau unverpackter Virus-DNA unterzogen. Der DNase-Verdau erfolgte 
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mit einer RNase-freien DNase I (Roche) für eine Stunde bei 37 °C (Tabelle 22). Eine 
sich anschließende Inkubation für 5 Minuten bei 95 °C diente zur Inaktivierung der 
DNase und Freisetzung des AAV-Genoms aus dem Kapsid.  
 
Tabelle 22: Reaktionsansatz (einfach) für den DNase-Verdau der rAAV-Vektoren 
rAAV-Lösung 5 µl 
10x DNase-Puffer 5 µl 
DNase I (10 U/µl) 2 µl 
steriles deionisiertes Wasser 38 µl 
 ∑ 50 µl 
 
In der sich anschließenden Real Time PCR wurden die rAAV in zwei Verdünnungen 
(1:100, 1:1000) mittels AmpliTaq® Gold-Polymerase (Applied Biosystems) quantifiziert. 
In Tabelle 23 sind die Komponenten des PCR-Ansatzes aufgeführt.  
 
Tabelle 23: Reaktionsansatz (einfach) für die Real Time PCR zur Quantifizierung der rAAV 
 Konzentration µl pro Ansatz 
BGH-PolyA forward Primer (25 µM)    1 µM      1 µl 
BGH-PolyA reverse Primer (25 µM)    1 µM      1 µl 
BGH-PolyA Sonde (10 µM) 0,4 µM      1 µl 
TaqMan PCR Mastermix (2x) 1x 12,5 µl 
steriles deionisiertes Wasser -   8,5 µl 
Vektor oder Standard -      1 µl 
      ∑ 25 µl 
 
Zur Minimierung von Ungenauigkeiten wurde ein Mastermix aus Primern, Sonde, 
TaqMan® und Wasser (8,5-4 µl) zu 20 µl vorgelegt und dann mit 5 µl Probe oder Stan-
dard (1 µl+4 µl Wasser) versetzt. Ein Reagenzienblindwert und eine Positivkontrolle 
wurden mitgeführt und analog wie Standard und Proben in Duplikaten gemessen. Das 
am Mastercycler® ep Realplex durchgeführte PCR-Programm mit einer Amplifikation 
über 40 Zyklen ist im Abschnitt II2.2.5 beschrieben. Die Auswertung der Messung er-
folgte nach Wahl eines geeigneten Thresholds (Schwellenwert) in der logarithmischen 
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Kurvendarstelllung. Es wurden ausschließlich Quantifizierungen ausgewertet, bei denen 
die Steigung der Geraden („Slope“), die sich aus den CT-Werten der Standardreihe 
ergibt, zwischen -3,3 und -3,7 lag. 
 
2.5 In-vitro Versuche 
Zur funktionellen Überprüfung der angewendeten Klonierugsstrategie wurde pAAV2.1-
CMV-GLP-1 (7-37) stellvertretend für die angewendete Klonierungsstrategie in HEK-
293-Zellen transfiziert. Die Gewährleistung der Expression und vorallem Sekretion des 
Transgens sollte auf diesem Weg überprüft werden. 
Das Vektorplasmid pAAV2.1-CMV-GLP-1 (7-37) wurde mittels PEI in 1*106 Zellen pro 
Ansatz im 6-Well transfiziert. Als Kontrolle dienten mit dem Leervektor pAAV2.1-CMV-
MCS transfizierte Zellen. Zwei Stunden vor Transfektion wurden die HEK-293-Zellen 
auf serumfreies Medium (2 ml DMEM) umgestellt. Pro Ansatz wurde 2 µg Plasmid-DNA 
mit 400 µl serumfreiem DMEM versetzt, nach Zugabe von 4 µl PEI (DNA:PEI = 1:2) ge-
vortext und anschließend für 15 Minuten bei RT inkubiert. Die PEI-DNA-Komplexe wur-
den anschließend vorsichtig ins Kulturmedium auf die Zellen getropft. Eine Zugabe von 
600 µl 50 % DMEM/FBS zur Anhebung des FBS-Gehaltes auf 10 % erfolgte vier Stun-
den nach der Transfektion. Das FBS wurde dafür 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert. 
Nach 72 Stunden wurde das Medium der Zellen für die Bestimmung des Gesamt-GLP-1 
(II2.6.4) abgenommen. Die Zellen wurden zur RNA-Extraktion, wie in Abschnitt II2.2.4 
beschrieben, geerntet. Nach anschließender cDNA-Synthese wurde eine PCR mit den 
Primern aus der Klonierung des Vektorplasmids (Tabelle 3) nach dem Ansatz und Pro-
gramm in Tabelle 9 und Tabelle 20 durchgeführt. 
 
2.6 Proteinchemische Methoden 
2.6.1 Proteinisolierung 
Extraktion Gesamtprotein 
In Stickstoff gefrorenes Gewebe wurde zu 10-20 mg abgewogen, mit 300 µl kaltem 
Lysepuffer (T-Per® Extraktionsreagenz) versetzt und mittels Stößel auf Eis homoge-
nisiert. Nach einer 20minütigen Inkubation auf Eis wurden unlösliche Zellreste durch 
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Zentrifugation für 20 Minuten bei 14.000 rpm (4 °C) abgetrennt und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Das Zelllysat wurde immer auf Eis gehalten, die Lage-
rung erfolgte bei -80 °C. 
Vor jeder Isolierung wurde das T-Per® Reagenz frisch mit Proteaseinhibitoren und bei 
Bedarf mit Phoshataseinhibitoren versetzt. Eine Complete® Tablette von Roche hemmt 
ein breites Spektrum an Serin- und Cystein- Metalloproteasen. Diese wurde als 25fache 
Stocklösung angesetzt und zu 4 % im Lysepuffer verwendet. Natriumfluorid (1 mM) und 
Natriumorthovanadat (1 mM) wurden als Phosphataseinhibitoren eingesetzt. 
 
2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford [349] mit dem Kit der 
Firma Bio-Rad (Bio-Rad Protein Assay) vorgenommen. Das Verfahren beruht auf der 
Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau an Proteine in saurer Lösung. Durch 
die Bindung wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 auf 595 nm ver-
schoben und der Proteingehalt kann photometrisch quantifiziert werden. Als Referenz-
protein zur Erstellung einer Eichgeraden diente Immunglobulin G (3,1-25,5 µg/ml). Nach 
Herstellerangaben wurde das Reagenz (Protein Assay Konzentrat) 1:5 mit Aqua bidest 
verdünnt, im Verhältnis 1:500 mit Proteinlysat 10 Minuten im Dunkeln inkubiert und die 
Extinktion bei OD595 gemessen.  
 
2.6.3 Western Blot 
2.6.3.1 SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Pro-
teinen nach ihrem Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen in einem 
elektrischen Feld. Die Auftrennung erfolgte diskontinuierlich durch Verwendung von 
Sammel- und Trenngel nach einer modifizierten Methode von Laemmli [350]. 
Bei der Probenvorbereitung wurden zwischen 15-30 µg Protein mit Laemmli-
Probenpuffer (6x) versetzt und für 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Der Probenpuffer 
enthält das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfat, SDS), wel-
ches die Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine zerstört und über die Bildung von 
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SDS-Protein-Komplexen diesen proportional zur Größe eine negative Ladung verleiht. 
Zur Reduktion der Disulfidbrücken wurde DTT im Probenpuffer verwendet. Die denatu-
rierten Proteinproben und ein vorgefärbter Molekulargewichtsstandard wurden an-
schließend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Proteine ist reziprok proportional zur eingesetzten Acrylamidkonzentration im Trenngel. 
Sammelgele wurden mit 5 % und Trenngele mit 12 % Acrylamid hergestellt. Die 
elektrophoretische Auftrennung in Laufpuffer dauerte 45-60 Minuten bei einer konstan-
ten Stromstärke von 30 mA pro Gel (Gelstärke: 0,75 mm). Verwendet wurde das Mini-
Protean 3 Elektrophorese Modul von Bio-Rad. 
 
2.6.3.2 Immunoblotting 
Nach der Separation durch SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel auf eine 
PVDF Membran (Transfermembran Immobilon-P, Zefa-Laborservice GmbH) für die 
Immunodetektion übertragen. Für den Transfer wurde das X Cell II™ Blot Module von 
Invitrogen verwendet. Zunächst erfolgte die Aktivierung der PVDF Membran. Hierzu 
wurde diese für eine Minute in Methanol und anschließend eine Minute in Aqua bidest 
geschwenkt. Vor dem Zusammenbau der Blotapparatur wurden Filterpapier (Whatman-
papier), Schwämmchen und aktivierte Membran in Transferpuffer eingeweicht. Das vom 
Sammelgel separierte Trenngel wurde wie im unteren Schema (Abbildung 12) angege-











Abbildung 12: Aufbauschema für das Immunoblotting  
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Der Transfer erfolgte konstant bei 25 V für 1-2 Stunden mit NuPAGE® Transferpuffer 
(Invitrogen). Infolge der negativen Ladung wandern die Proteine aus dem Gel zur Mem-
bran in Richtung Anode. Im Anschluss wurde die PVDF Membran für mindestens eine 
Stunde bei RT unter leichtem Schütteln mit 5 % Milchpulver in TBS-Tween (TBS-T) 




Nach dem Blocken wurde die Membran zunächst dreimal für 5 Minuten mit TBS-T ge-
waschen. Die anschließende Primärantikörper-Inkubation erfolgte immer bei 4 °C unter 
leichtem Schütteln über Nacht. Die Antiköper wurden in TBS-T mit Milchpulver oder 
BSA verdünnt. Die Verdünnungen und jeweiligen Inkubationslösungen sind der Tabelle 
24 zu entnehmen. 
 
Tabelle 24: Primärantikörper: Verdünnung und Inkubationslösung 
Antigen Molekülmasse (kDa) Isotyp Verdünnung 
Akt1 60 Hase, monoclonal, IgG 1:1000, 5 % BSA 
phospho-Akt (Thr308) 60 Hase, monoclonal, IgG 1:1000, 5 % BSA 
β-Aktin  42 Hase, polyclonal 1:2000, 5 % BSA 
 
Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper wurde die Membran dreimal für 5 Minu-
ten in TBS-T gewaschen. Der HRP-konjugierte sekundäre Antikörper (HRP: horse-
radish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase) wurde, wie Tabelle 25 zu entnehmen ist, 
verdünnt und die Membran mit diesem für eine Stunde bei RT schüttelnd inkubiert. 
 
Tabelle 25: Sekundärantikörper: Verdünnung und Inkubationslösung 
Antikörper Verdünnung  
Goat Anti-Rabbit-IgG, HRP gekoppelt 1:10.000, 5 % Milchpulver 
 
Nach erneuter Waschung der Membran (dreimal 5 Minuten) wurden die Antikörper-
Enzym-Konjugate über Chemolumineszenz nachgewiesen. Das verwendete Kit der 
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Firma Thermo Scientific (Chemolumineszenz Detections Kits, Super Signal West Dura 
Extendet Duration Substrate) enthält eine Luminol- und eine Peroxid-Lösung. Die 
Membran wurde für eine Minute mit einer 1:1 Mischung dieser Lösungen inkubiert. Die 
Meerrettich-Peroxidase setzt in Anwesenheit von Wasserstoff-Peroxid Luminol um. Da-
bei entsteht ein Anion im angeregten Zustand, welches beim Abfall auf den Grundener-
giezustand Licht emittiert. Durch das Auflegen eines Röntgenfilms (Fuji Medinal X-Ray) 
in einer Filmkassette wurde die von der Peroxidase katalysierte Lichtreaktion nachge-
wiesen. Die Membran wurde im Anschluss daran getrocknet oder in TBS-T bei 4 °C ge-
lagert.  
Bei Bedarf erfolgte die densitometrische Auswertung der Blots mittels ImageJ Software. 
Nach einer Normalisierung der Proteinexpression auf die Ladekontrolle (β-Aktin) wurde 
das Verhältnis zwischen aktivierter / nicht aktivierter Form des Proteins ermittelt. 
 
2.6.3.4 Stripping 
Das Entfernen von Primär- und Sekundärantikörper von der PVDF Membran wird mit 
dem englischen Begriff „Stripping“ bezeichnet. Der Vorteil des „Stripping“ besteht darin, 
dass eine Membran zum Nachweis verschiedener Antigene verwendet werden kann. 
Zur Entfernung der Antikörper wurde die Membran für 30 Minuten in Stripping Lösung 1 
(25 mM Glycin, 1 % SDS, pH 2,05) und anschließend für 10 Minuten in Stripping Lö-
sung 2 (157 mM NaCl in PBS) jeweils schüttelnd bei RT inkubiert. Um die Membran er-
neut mit Primär- und Sekundärantikörper zu versetzten, wird diese zunächst wieder mit 
5 % Milchpulver in TBS-T geblockt. 
 
2.6.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay  
Analog dem Western Blot ist der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ein im-
munologisches Verfahren zur spezifischen Detektion von Antigenen. Mittels „Sandwich-
ELISA“ wurden in dieser Arbeit die Parameter Adiponectin, GLP-1 (gesamt), Insulin und 
IL-6 bestimmt. Das Prinzip des nicht-kompetitiven Sandwich-ELISA basiert auf der Bin-
dung von zwei Antikörpern an verschiedenen Epitopen des zu quantifizierenden Anti-
gens mit anschließender enzymatisch katalysierter Farbreaktion. Bei dem verwendeten 
ultrasensitiven Maus-Insulin-ELISA der Firma Alpco Diagnostics erfolgte die Durchfüh-
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rung entsprechend den Herstellerangaben. Der ELISA zur Bestimmung des Gesamt-
GLP-1 wurde nach einem von Herrn Gerald Spöttl (LMU München) entworfenem Proto-
koll, welches er uns freundlicherweise zur Verfügung gestellt hat, mit einigen wenigen 
Veränderungen durchgeführt. DuoSet® ELISA Development Kits der Firma R&D Sys-
tems (Adiponectin und IL-6) wurden für jedes Antigen etabliert und nach dem im Fol-
genden beschriebenen Schema durchgeführt.  
DuoSet® ELISA Development Kit 
Nach Vorgaben des Herstellers wurden Primär- und Sekundärantikörper in PBS gelöst. 
Die Arbeitskonzentrationen sind in Tabelle 26 aufgelistet. Rekonstitution des Standards 
und die Herstellung der Verdünnungsreihe erfolgten mit Reagent Diluent (1 %ige BSA-
Lösung). Alle Arbeitsschritte und Inkubationen wurden bei RT ausgeführt. Wenn nicht 
anders vermerkt, wurden 100 µl der jeweiligen Inkubationslösung pro Well eingesetzt. 
Sowohl Standards, Proben als auch Kontrollen wurden in Duplikaten gemessen. 
In Vorbereitung auf den ELISA wurden 96-Well-Platten mit Primärantikörper in PBS pro 
Well über Nacht (coating antibody, capture antibody) inkubiert. Dabei erfolgt über hydro-
phobe Wechselwirkungen eine Absorption des Antikörpers an die Polystyroloberfläche 
der Platte. Am nächsten Tag wurde die Antikörperlösung verworfen und die Wells drei-
mal mit 400 µl Waschpuffer gewaschen. Ein Waschvorgang (dreimal 400 µl/ Well) wur-
de an jede Inkubation angeschlossen. Nach dem Blocken freier Bindungsstellen mit 
300 µl 1 %iger BSA-Lösung (Reagent Diluent) für eine Stunde, erfolgte die zweistündi-
ge Inkubation mit Probe/Standard/Kontrolle. Die Standardlösungen, Verdünnungen der 
Proben und Kontrollen wurden in Reagent Diluent angesetzt. Während der Inkubation 
kommt es zur Ausbildung von Antigen-Antikörper-Komplexen. Im Anschluss daran wur-
den die Wells für zwei Stunden mit Biotin-konjugiertem-Zweitantikörper (detection 
antibody), verdünnt in Reagent Diluent, bedeckt. Es entstehen Antikörper-Antigen-
Antikörper-Komplexe („Sandwich“). Bei der nachfolgenden 20minütigen Inkubation im 
Dunkeln bindet Streptavidin-HRP (Meerrettichperoxidase-konjugiertes-Streptavidin) an 
das Biotin des Zweitantikörpers. Durch Zugabe eines Peroxidasesubstrates 
(H2O2:3,3´5,5´-Tetramethylbenzidine = 1:1) wurde die Farbreaktion initiiert und nach 20 
Minuten im Dunkeln durch die Zugabe von 100 µl 2 N Schwefelsäure gestoppt. Die Ab-
sorptionsmessung erfolgte bei 450 nm (Referenz 620 nm) im ELISA-Plattenreader. An-
hand einer mitgeführten Standardverdünnungsreihe wurde eine Standardgerade erstellt 
und die Konzentration der einzelnen Proben bestimmt. 




Der Antikörper Anti-GLP-1 (ABS 046-03), der als Primärantikörper verwendet wurde, ist 
gegen den nicht amidierten C-Terminus gerichtet und detektiert spezifisch GLP-1 (1-
37), GLP-1 (7-37) und GLP-1 (9-37). Im mittleren Bereich des GLP-1 bindet der Anti-
GLP-1 (HYB 147-12), der in biotinierter Form (HYB 147-12B) als Zweitantiköper ver-
wendet wurde. 
Der Ablauf des ELISA und die verwendeten Lösungen entsprechen denen der DuoSet® 
ELISA Development Kits. Abweichungen werden im Nachfolgenden erläutert. Die Ar-
beitskonzentrationen der Antikörper, die von der Firma Bioporto bezogen wurden, sind 
Tabelle 26 zu entnehmen. Ein Waschvorgang (dreimal 400 µl/ Well) wurde an jede In-
kubation angeschlossen. Wenn nicht anders vermerkt, wurden 50 µl der jeweiligen In-
kubationslösung pro Well eingesetzt. Zu Beginn erfolgte die Beschichtung der 96-Well 
Platte mit dem in Natriumhydrogencarbonat (0,1 M) verdünnten Primärantikörper bei 
4 °C über Nacht. Nach Verwerfen des Antikörpers und dem Waschen der Platte erfolgte 
eine zweistündige Inkubation mit 1 %iger BSA-Lösung (Reagent Diluent, 200 µl pro 
Well) bei RT. Die mit Reagent Diluent (+ 0,05 % Tween) erstellten Standardlösungen 
(0; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pM) und Probenverdünnungen wurden über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Entfernung von Standard und Proben sowie Waschung 
der Platte wurden die Wells mit in Reagent Diluent (+ 0,05 % Tween) verdünntem Se-
kundärantikörper für vier Stunden bei 4 °C inkubiert. Die nachfolgenden Behandlungen 
mit Streptavidin-HRP und dem Peroxidasesubstrat (H2O2:3,3´5,5´-Tetramethylbenzidine 
= 1:1) erfolgten jeweils für 30 Minuten bei RT (dunkel). Abgestoppt wurde die Reaktion 
mit 100 µl 2 N Schwefelsäure und anschließend die Absorption bei 450 nm (Referenz 
620 nm) im ELISA-Plattenreader gemessen.  
 
Tabelle 26: Arbeitskonzentration für Primär- und Sekundärantikörper  
ELISA 
Arbeitskonzentration 
Primärantikörper (capture) Sekundärantikörper (detection) 
Adiponectin (Maus) 2000 ng/ml 50 ng/ml 
IL-6 (Maus) 2000 ng/ml 200 ng/ml 
Gesamt-GLP-1 3,3 µg/ml 1 µg/ml 
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2.7 In-vivo Modelle 
2.7.1 Versuchstiere 
Es wurden zur Beantwortung der unterschiedlichen Fragestellungen verschiedene 
Mausstämme verwendet (Tabelle 27). Die Experimente wurden ausschließlich an 
männlichen Tieren durchgeführt. Die Haltung der Mäuse erfolgte nach Genotyp getrennt 
in Gruppen bis zu 3 Tieren unter geregeltem 12 Stunden Tag / Nacht-Rhythmus. Was-
ser und Futter (Tabelle 28) stand den Tieren ad libitum zur Verfügung. Generell erhiel-
ten die Mäuse 7-10 Tage nach Anlieferung eine Nummer per Ohrclip und wurden an-
schließend anhand von Gewicht und Nüchternlipidprofil gematcht. Die Administration 
der AAV erfolgte in einer Konzentration von 1*1012 Genomkopien über die Schwanzve-
ne. 
Die Genehmigung für die der Arbeit zugrunde liegenden Tierversuche wurde von der 
Regierung Oberbayern für den Antrag „Untersuchung der vasoprotektiven und anti-
inflammatorischen Eigenschaften des GLP-1“ (Geschäftszeichen: 55.2-1-54-2531-93-
08) erteilt. 
 




B6.129S7-Ldlrtm1Her/J, Stock: 002207   [LDL-
Rezeptor-/- ] 
6-7 Wochen Jackson Laboratory, Bar 
Harbor, USA 
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Tabelle 28: Übersicht über eingesetzte Futtermittel; AF (Alleinfutter), R (Ratte), M (Maus), H (Haltung), 
EF (Experimentalfutter)  
Diät Artikelnummer Lieferant 
Normaldiät AF R/M-H V1535-0 ssniff®, Soest, 
Deutschland 
Hochfettdiät „Western Diet“ (0,2 % Cholesterin; 
21,2 % Rohfett) 





Methionin-Cholin-defiziente Diät (MCD-Diät: 
46 % Saccharose; 10 % Fett) 





Zur Prüfung anti-inflammatorischer Effekte des GLP-1 wurde ein akutes 
Inflammationsmodell mit BALB/c Mäusen verwendet. Dabei wurden fünf Tiere mit dem 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten Exendin-4 über sieben Tage in einer täglichen Dosis von 
1 µg/ 20 g (12 nmol/ kg Körpergewicht/ Tag) intraperitoneal injiziert. Die Dosis wurde 
auf zwei Injektionen pro Tag gesplittet. Das Exendin-4 der Firma Bachem wurde in 
0,9 %iger Kochsalzlösung mit 0,1 % BSA appliziert. Eine Kontrollgruppe (n=5) erhielt 
ebenfalls angepasst an Körpergewicht die 0,1 % BSA-haltige Kochsalzlösung. Die Tiere 
wurden vor Versuchsbeginn nach Gewicht gematcht und durchgehend auf Normaldiät 
gehalten. Der akute Inflammationreiz wurde nach sieben Tagen Intervention über eine 
intraperitoneale LPS-Injektion von 50 ng/ g Körpergewicht realisiert. Beendet wurde der 
Versuch zwei Stunden nach LPS-Gabe mit einer Blutentnahme. 
 
Inflammationsmodell (NASH): GLP-1 
Zur näheren Charakterisierung der anti-inflammatorischen Eigenschaften des aktiven 
GLP-1 und zur Prüfung möglicher Effekte des metabolisierten GLP-1 auf chronische 
Entzündungsprozesse, wurde ein Mausmodell mit Diät-induzierter nicht-alkoholischer 
Steatohepatitis ausgewählt. Mittels AAV wurden GLP-1 (7-37), GLP-1 (9-37) und beta-
Galaktosidase (LacZ-Gen, Kontrollgruppe) unter der Kontrolle des TBG-Promotors in 
C57BL/6 Mäusen hepatisch überexprimiert. Nach einer initialen Blutentnahme und dem 
Matchen in drei Gruppen zu je 11-12 Tieren erfolgte die Virusinjektion. Zunächst erfolg-
MATERIAL UND METHODEN 
80 
 
te für vier Wochen die Gabe einer Normaldiät, mit anschließender Blutentnahme und 
Umstellung auf Methionin-Cholin-defiziente Diät (MCD-Diät). Der Versuch wurde nach 
insgesamt acht Wochen (vier Wochen MCD-Diät) terminiert. (Abbildung 13). MCD-
Diäten sind durch einen hohen Gehalt an Saccharose (≥ 40 %) und Fett (10 %) sowie 
das Fehlen der essentiellen Aminosäuren Methionin und Cholin gekennzeichnet. Beide 
Aminosäuren sind bedeutsam für die hepatische β-Oxidation und die VLDL-Synthese. 
Ein Mangel an Methionin und Cholin führt über eine gestörte Phosphatidylcholinsyntese 
zu einer Akkumulation von Triglyzeriden in der Leber. Zudem wird die Expression von 
Cytochrom P450 2E1 (CYP2e1) induziert, was zu einer verstärkten Bildung von ROS 
führt. Das Fehlen der schwefelhaltigen Aminosäure Methionin, die als Präkursor für die 
Biosynthese des Glutathion dient, führt zu einer verminderten antioxidativen Kapazität 
in der Leber. Der sich daraus ergebende oxidative Stress forciert die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine und die Fibrogenese [74, 351-352].  
 
 
Abbildung 13: Versuchsplan des NASH-Inflammationsmodells; Blutentnahme (BE) 
 
Atherosklerosemodell: DPP4-Inhibition 
Zur Untersuchung der Effekte einer DPP4-Inhibition auf die Entstehung von 
Atherosklerose wurden 15 männliche LDL-Rezeptor-defiziente Mäuse (LDL-Rezeptor-/-) 
mit dem DPP4-Inhibitor PKF275-055 (Novartis Institutes for BioMedical Research, Ba-
sel, Schweiz) über 18 Wochen behandelt. PKF275-055, das de-hydroxy Analog einer 
regio-isomeren Form des Vildagliptin, wurde über das Trinkwasser in einer Dosis von 
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0,3 mg/ml (entspricht 3 µmol/ Maus/ Tag) zur Gewährleistung einer 80-90 %igen Inhi-
bierung der DPP4 verabreicht [285]. Villhauer et al. (2003) beschreiben PKF275-055 als 
potenten DPP4-Inhibitor mit einer dem Vildagliptin vergleichbaren in vitro Selektivität 
und in vivo Pharmakodynamik [274]. Eine Kontrollgruppe von 15 Tieren wurde mitge-
führt. Nach einer initialen Blutentnahme wurden die Tiere in zwei Gruppen gematcht 
und die Intervention begonnen. Zunächst erfolgte für zwei Wochen die Gabe einer 
Normaldiät mit anschließender Blutentnahme und Umstellung auf die cholesterin- und 
fettreiche „Hochfettdiät“ (HFD) für weitere 16 Wochen. Blutentnahmen erfolgten in re-
gelmäßigen Intervallen, ein oraler Glukosetoleranztest wurde nach 12wöchiger Inter-
vention durchgeführt (Abbildung 14). Der Versuch wurde nach insgesamt 18 Wochen 
(16 Wochen HFD) terminiert.  
 
 
Abbildung 14: Versuchsplan des Atherosklerosemodells mit DPP4-Inhibition; LDL-Rezeptor-
defiziente Mäuse (LDLR-/- Mäuse), Blutentnahme (BE), Glukosetoleranztest (GTT) 
 
Atherosklerosemodell: GLP-1                           
Die Effekte des GLP-1 auf Parameter des MetS und die Entstehung von Atherosklerose 
wurden in LDL-Rezeptor-/- Mäusen untersucht. Dazu wurden mittels AAV aktives GLP-1 
(7-37), metabolisiertes GLP-1 (9-37) und beta-Galaktosidase (Kontrollgruppe) unter der 
Kontrolle des CMV-Promotors überexprimiert. Nach einer initialen Blutentnahme und 
dem Matchen zu je 15 Tieren in drei Gruppen, erfolgte die Virusinjektion. Nach 
4wöchiger Normaldiät wurde eine Blutentnahme durchgeführt und es erfolgte die Um-
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stellung auf HFD. Neben regelmäßigen Blutentnahmen wurden zwei Tests zur Bestim-
mung der Glukosetoleranz (Woche 7 und 17) und ein Insulintoleranztest (Woche 19) 
durchgeführt. Der Versuch wurde nach insgesamt 20 Wochen (16 Wochen HFD) termi-
niert (Abbildung 15). 
 
 
Abbildung 15: Versuchsplan des Atherosklerosemodells GLP-1; LDL-Rezeptor-defiziente Mäuse 
(LDLR-/- Mäuse), Blutentnahme (BE), Glukosetoleranztest (GTT), Insulintoleranztest (ITT) 
 
2.7.4 Funktionelle Untersuchungen 
2.7.4.1 Glukosetoleranztest 
Beim Glukosetoleranztest (GTT) wird die individuelle Fähigkeit des Organismus getes-
tet, nach Glukoseaufnahme die Glukosehomöostase aufrechtzuerhalten. 
Die Mäuse wurden über Nacht für 16 Stunden gefastet. Nach Gewichtsbestimmung und 
initialer Blutentnahme (Zeitpunkt 0) wurde den Mäusen eine Glukosedosis von 2 g/kg 
Körpergewicht verabreicht. Die Glukosegabe erfolgte über eine intraperitoneale Injekti-
on (intraperitonealer GTT: ipGTT) oder oral mittels Gavage (oraler GTT: oGTT). Jeweils 
nach 15, 30, 60 und 120 Minuten wurde über Punktion der Schwanzvene die Blutgluko-
se mit dem Meßgerät Bayer Contour (Bayer Consumer Care, Schweiz) bestimmt. Zur 
Bestimmung der Insulinspiegel während des GTT wurde zu ausgewählten Zeitpunkten 
Blut an der Schwanzvene mittels Heparin-beschichteter Microvetten (Microvette CB 
300, Sarstedt) abgenommen. Microvetten wurden auf Eis gehalten und zügig das Plas-
ma über Zentrifugation gewonnen. Mittels ultrasensitivem Maus-Insulin-ELISA (Alpco 
MATERIAL UND METHODEN 
83 
 
Diagnostics) wurde Insulin in 5 µl Plasma bestimmt. Anhand der Nüchternspiegel für 
Insulin und Glukose wurde der HOMA-Index (Homeostasis Model Assessment), als 
Marker der Insulinresistenz (IR), anhand folgender Formel berechnet: 
HOMA-IR = Nüchterninsulin (µU/ml) * Nüchternglukose (mg/dl) / 405 
 
2.7.4.2 Insulintoleranztest 
Der Insulintoleranztest (ITT) ist ein Test zur Erfassung der Insulinsensitivität/ Insulinre-
sistenz. Bei diesem Verfahren wird der Abfall der Blutglukose nach Insulininjektion ge-
messen.  
Die Mäuse wurden über Nacht für 16 Stunden gefastet. Nach Gewichtsbestimmung und 
initialer Blutentnahme (Zeitpunkt 0) erfolgte die intraperitoneale Injektion von 0,5 U Insu-
lin/kg Körpergewicht (Berlinsulin® Suspension, Berlin-Chemie). Zu den Zeitpunkten 15, 
30, 60 und 120 Minuten wurde die Blutglukose mit dem Meßgerät Bayer Contour (Bayer 
Consumer Care, Schweiz) bestimmt. Die Blutentnahmen erfolgten über Punktion der 
Schwanzvene. 
 
2.7.5 Blut- und Organentnahme 
Blutentnahme  
Blutentnahmen erfolgten nach 16stündiger Fastenperiode. Unter Isofluranbetäubung 
wurde den Tieren durch Punktion des retrobulbären Venenplexus mittels heparinisierter 
Kapillare (Na-Heparin-Kapillarpipetten, Hirschmann Laborgeräte) oder durch Anritzen 
der Schwanzvene Blut abgenommen und sofort auf Eis plaziert. Blutproben von Tieren 
mit Überexpression des aktiven GLP-1 wurden mit dem DPP4-Inhibitor Diprotin A (Sig-
ma) in einer Konzentration von 0,1 mM versetzt [272, 353]. In der sich anschließenden 
Zentrifugation für 20 Minuten, bei 3000 rpm und 4 °C wurden die korpuskulären Anteile 
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Blutentnahme zur Isolierung von RNA 
Die Blutentnahme im Rahmen des LPS-Inflammationsmodells zur Isolierung von RNA 
aus Gesamtblut (Leukozyten) erfolgte nach insgesamt 5stündiger Fastenperiode (drei 
Stunden Fasten, zwei Stunden LPS). Unter Isofluranbetäubung wurden die Tiere durch 
zervikale Dislokation getötet. Zügig wurde das Blut durch die Punktion des Herzens ge-
wonnen, in mit Heparin-versetzte Tubes (5-10 U) auf Eis überführt und zügig weiterver-
arbeitet. 
Organentnahme 
Zur Organentnahme wurden die Mäuse mit Isofluran anästhesiert und durch zervikale 
Dislokation getötet. Bei Fragestellungen mit Untersuchung der Insulinsignalkaskade er-
folgte 15 Minuten vor der Tötung eine Insulininjektion (10 U Insulin / kg Körpergewicht, 
Berlinsulin® Suspension) [354]. Die Organe Leber, Fettgewebe (abdominal), Skelett-
muskel (M. soleus / M. gastrocnemius) und Dünndarm wurden zügig entnommen und in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. In Anlehnung an Davis et al. (2004) erfolgte die 
Entnahme und Reinigung eines Dünndarmfragmentes zwei Zentimeter distal vom Pylo-
rus [336]. Lebersegmente wurden weiterhin mittels Tissue-Tek® eingebettet und auf 
Trockeneis eingefroren. Die Lagerung der Organe erfolgte bei -80 °C. In 4 % Formalde-
hyd (Roti®-Histofix) fixierte Leber wurde bei 4 °C gelagert. Vor der Präparation der Aorta 
wurden die Tiere über das linke Ventrikel mit PBS perfundiert.  
Aortenpräparation 
Die Aorta wurde von der Bifurkation bis zur Aortenwurzel unter einem Stereomikroskop 
(Zoom-Stereomikroskop SMZ 1000, Nikon)  frei präpariert. Die Arteria carotis communis 
dextra wurde abgetrennt und für Expressionsanalysen in Stickstoff schockgefroren. Die 
restlichen Gefäßabgänge wurden durchtrennt und die Aorta als Ganzes mit dem Herz 
entnommen. In einer Petrischale mit PBS wurde die Aorta von restlichem Binde- und 
Fettgewebe befreit, an der Aortenwurzel vom Herz abgetrennt, der Länge nach aufge-
schnitten und in 4 % Formaldehyd (Roti®-Histofix) fixiert. Die Herzspitze wurde unter-
halb der Klappenebene abgetrennt und der verbleibende Korpus in Tissue-Tek® einge-
bettet, auf Trockeneis eingefroren und bei -80 °C gelagert.  
 
 




2.7.6.1 Lipidstatus  
Die quantitativen Bestimmungen von Gesamtcholesterin (GC), Triglyzeriden (TG), HDL-
Cholesterin (HDL-C) und freien Fettsäuren (fFS) im Serum erfolgten über kolorimetrisch 
enzymatische Reaktionen bei 37 °C mit Reagenzien der Firma DiaSys. Probenapplika-
tion, Reagenzienzugabe und Extinktionsmessung wurden automatisch über einen 
Alcyon 300 Analyzer (Abbott) realisiert. Das Serum wurde für die Analysen 1:3 bis 
1:5fach mit physiologischer Kochsalzlösung verdünnt eingesetzt.  
 
2.7.6.1.1 Gesamtcholesterin 
Cholesterinester und freies Cholesterin wurden mittels CHOD-PAP Methode bestimmt. 
Das als Ester vorliegende Cholesterin wird im ersten Schritt durch die 
Cholesterinesterase enzymatisch gespalten. Anschließend wird freies Cholesterin durch 
Cholesterin-Oxidase unter Bildung von H2O2 oxidiert. Die Trinder-Reaktion dient als In-
dikatorreaktion. Dabei wird das entstandene Wasserstoffperoxid in Gegenwart einer 
Peroxidase mit Phenol und 4-Aminophenazon zu Chinonimin, einem roten Farbstoff, 
umgesetzt. Die Farbintensität verhält sich proportional zur Cholesterinkonzentration und 




Die durchgeführte quantitative Erfassung der TG beruht auf der Hydrolyse der TG mit 
Lipoproteinlipase und nachfolgender Bestimmung des entstandenen Glycerins. Die 
Glycerinkinase katalysiert die Umsetzung von Glycerin in Glycerin-3-Phosphat, welches 
anschließend unter Glycerinphosphatoxidase oxidiert wird (GPO-PAP). Das bei dieser 
Reaktion frei werdende Wasserstoffperoxid wird ebenfalls über die Trinder-Reaktion 
(siehe Gesamtcholesterinbestimmung) zum roten Chinonimin umgesetzt. Die Extink-
tionsmessung erfolgte bei 546 nm. Ein Kalibrator (DiaSys: TruCal U) diente zur Berech-
nung der Triglyzeridkonzentration. 
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2.7.6.1.3 HDL-Cholesterin  
Das Kit der Firma DiaSys zur Bestimmung von HDL-C basiert auf der Komplexierung 
von LDL, VLDL und Chylomikronen über Anti-β-Lipoprotein-Antikörper und anschlie-
ßender kolorimetrischer Bestimmung des HDL-C. Die enzymatische Reaktion gliedert 
sich dabei in Hydrolyse der Cholesterinester und Oxidation des freien Cholesterins un-
ter Bildung von H2O2 (siehe Gesamtcholesterinbestimmung). Das entstandene Wasser-
stoffperoxid wird in Gegenwart einer Peroxidase mit F-DAOS (N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-
sulfopropyl)-3,5-dimethoxy-4-fluroanilin, Natriumsalz) und 4-Aminophenazon zu einem 
blauen Komplex umgesetzt. Die Farbintensität verhält sich proportional zur Konzentrati-
on des HDL-C und wurde bei OD700 gemessen. Anhand eines Kalibrator (DiaSys TruCal 
HDL/LDL) wurde die Konzentration errechnet.   
 
2.7.6.1.4 Freie Fettsäuren 
Auch die quantitative Erfassung der freien Fettsäuren erfolgte über eine enzymatische 
Endpunktsmessung (DiaSys). Zunächst werden bei dieser Methode die Fettsäuren mit 
Coenzym A unter Energieverbrauch in Gegenwart der Acyl-CoA-Synthetase zu 
acyliertem Coenzym A (Acyl-Co A) verestert. Bei der anschließenden Oxidation (Acyl-
CoA-Oxidase) des Acyl-Co A wird Wasserstoffperoxid freigesetzt. Gemäß den voran-
gegangenen Bestimmungen dient auch hier die Trinder-Reaktion als Farbreaktion. An-
hand der Extinktionsmessung (546 nm) und einer Eichgeraden wurde die Konzentration 
der freien Fettsäuren kalkuliert. 
 
2.7.6.2 Fast Protein Liquid Chromatography  
Die Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) ist eine chromatographische Methode 
und wurde zur Auftrennung der Serum Lipoproteine durchgeführt. Es handelt sich dabei 
um eine Gelfiltration, ein Verfahren der Größenausschlusschromatographie. Als Trenn-
material dient ein Gel aus hydrophilen Makromolekülen, die ein dreidimensionales 
Netzwerk ausbilden. Die Trennung der Probenmoleküle nach ihrer Größe erfolgt durch 
wiederholten Austausch der Moleküle zwischen dem fließenden Eluenten (mobile Pha-
se) und dem an die Makromoleküle des Gels fixierten Eluenten (stationäre Phase). 
Während große Moleküle zügig entlang der Säule wandern, dringen kleinere Moleküle 
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in die Zwischenräume der stationären Phase ein und haben daher eine erhöhte Reten-
tion. 
Die Auftrennung der Lipoproteine erfolgte über eine Superose 6 10/300 GL Säule (GE 
Healthcare Bio-Sciences AB), bestehend aus einem vernetzten Agarose-Grundgerüst, 
an einem FPLC System der Firma GE Healthcare (Uppsala, Schweden). Gepooltes Se-
rum wurde zunächst 1:3 bis 1:5 mit entgastem, sterilem Eluenten (154 mM NaCl, 1 mM 
EDTA) verdünnt. Nach dem Aufgeben von 250 µl Eluent-Proben-Gemisch erfolgte die 
Auftrennung bei einer Flußrate (Flow) von 0,4 ml/min. Das Eluat der Säule wurde in 67 
Fraktionen zu je 500 µl gesammelt. In den eluierten Fraktionen erfolgte eine Absorpti-
onsmessung bei 280 nm mittels UV-Detektor. Der Kurvenverlauf des Eluat wurde auto-
matisch aufgezeichnet. In den Fraktionen wurde anschließend der Cholesteringehalt 
bestimmt. Die Messung erfolgte in 96-Well Platten mit dem Kit der Firma DiaSys (Cho-
lesterin FS) nach Herstellerangaben. Die Extinktion wurde bei 492 nm gemessen und 
die Konzentration anhand eines mitgeführten Standards berechnet (2 µg/ml-200 µg/ml).  
 
2.7.6.3 Alanin-Aminotransferase und Aspartat-Aminotransferase 
Die Transaminasen Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase 
(ASAT) wurden in der klinischen Chemie am Klinikum Großhadern in einem modifizier-
ten kinetischen UV-Test nach IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and 
Laboratory Medicine) bestimmt. Die Messung der Transaminasen im Serum erfolgte au-
tomatisch bei 37 °C an einem Olympus AU2700 (Beckman Coulter) mit den Reagenzien 
der Firma Beckman Coulter. Das Meßprinzip basiert auf der durch ASAT und ALAT ka-
talysierten Übertragung der 2-Aminogruppe einer Aminosäure auf eine α-Ketosäure. 
ASAT:  L-Aspartat + 2-Oxoglutarat      L-Glutamat + Oxalacetat 
ALAT: L-Alanin + 2-Oxoglutarat      L-Glutamat + Pyruvat 
Die Zunahme des Oxalacetat oder Pyruvat wird in einer nachfolgenden Indikatorreakti-
on unter Einwirkung einer zugesetzten Malat- beziehungsweise Lactatdehydrogenase 
(MDH, LDH) bestimmt.  
MDH / LDH: Oxalacetat / Pyruvat + NADH + H+    L-Malat / L-Lactat + NAD+ 
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Als Messgröße dient die NADH2-Abnahme, deren Geschwindigkeit sich proportional zur 
Aktivität der ASAT / ALAT verhält und photometrisch bei 340 nm ermittelt wird. 
   
2.7.6.4 DPP4-Aktivitätsbestimmung 
Die DPP4-Aktivitätsbestimmung basiert auf der durch die DPP4 herbeigeführten Ab-
spaltung von N-terminalen Dipeptiden aus Polypeptidketten, die an zweiter Position ein 
Alanin oder Prolin aufweisen. Das Protokoll, das auf den Methoden von Underwood et 
al. (1999), Durinx et al. (2000) und Nagakura et al. (2003) aufbaut [355-357], wurde von 
der Arbeitsgruppe von Prof. Deacon aus Kopenhagen übernommen. Die kinematische 
Messung erfolgte dabei mit dem Substrat Gly-Pro-p-Nitroanilid Hydrochlorid (H-Gly-Pro-
pNa HCL) der Firma Bachem. Durch die Zugabe von 150 µl einer 1 mM DPP4 Substrat-
lösung zu 5 µl Serum wurde die Umsetzung zu p-Nitroanilin initiiert. Eine Erfassung der 
Extinktion bei 405 nm erfolgte bei 0; 30; 60 und 120 Minuten. Anhand einer mitgeführ-
ten Eichgeraden (p-Nitroanilin: 0; 7,82; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 µM) wurde die 
Konzentration des gebildeten p-Nitroanilin zu jedem Zeitpunkt ermittelt. 
Mittels nachfolgender Beispielgleichung (30 min) erfolgte die Berechnung der DPP4-
Aktivität für die drei Zeitintervalle 0-30 min, 0-60 min und 0-120 min, die anschließend 
gemittelt wurden: 
Aktivität [nmol/min/ml] = (Konz. [30 min] * 0,155) - (Konz. [0 min] * 0,155) / 30 * 200 
 
2.7.7 Lipidstatus Leber 
In der Leber wurden in Abhängigkeit von der Fragestellung Cholesterin und TG be-
stimmt. Dazu wurde ein Stück Leber mit 3 ml 0,9 % NaCl /g mittels Stößel homogeni-
siert, das Lysat auf Trockeneis schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung 
bei -80 °C gelagert. Zur Analyse wurden die Homogenisate schnell bei 37 °C aufgetaut 
und anschließend 1:3-1:10 mit NaCl verdünnt. Die Messungen wurden mit den Kits der 
Firma DiaSys (Cholesterin FS, Triglyzeride FS) in 96-Well-Platten durchgeführt. In der 
Platte wurden 10 µl Homogenisat mit 10 µl 1 % Desoxycholsäure für 5 Minuten bei 
37 °C inkubiert. Desoxycholsäure dient als Lösungsvermittler. Nach Zugabe von 200 µl 
Triglyzerid FS- beziehungsweise Cholesterin FS-Reagenz zum Leberhomogenisat er-
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folgte eine 10minütige Inkubation bei 37 °C unter leichtem Schütteln. Die Extinktions-
messung wurde bei 492 nm durchgeführt. Eichgeraden (10 mg/dl-100 mg/dl) wurden 
jeweils aus den gelieferten Standards erstellt. 
 
2.7.8 Hydroxyprolin-Bestimmung 
Hydroxyprolin ist eine Aminosäure des Kollagens, deren Quantifizierung freundlicher-
weise von Dr. Christer Bäck in Aachen in Anlehnung an Karlmark et al. (2009) [358] 
durchgeführt wurde. 
Die Bestimmung setzt eine 16stündige Hydrolyse der Leberprobe in 6 M Salzsäure bei 
110 °C vorraus. Nach anschließender Filterung wird das Lysat mit Methanol versetzt 
und aufkonzentriert. Die kristalline Probe wird anschließend in 50 %igem Isopropanol 
gelöst und mit 0,6 % Chloramin T für 10 Minuten oxidiert. Nach Zugabe von frisch her-
gestelltem Ehrlich-Reagenz erfolgt schüttelnd für 45 Minuten eine Inkubation bei 50 °C. 
Die Extinktion wird bei 570 nm gemessen und die Konzentration anhand eines mitge-
führten Standards berechnet. 
 
2.7.9 Histologische Methoden 
2.7.9.1 X-Gal-Färbung der Leber 
Zum Nachweis der beta-Galaktosidase-Expression (AAV-TBG-LacZ oder AAV-CMV-
LacZ) wurden von in Tissue-Tek® eingebetteten Lebersegmenten Gefrierschnitte von 
10 µm angefertigt. Nach zunächst 1stündiger Fixierung (RT) mit 0,5 % Glutaraldehyd 
wurden die Präparate mit X-Gal-Färbelösung (1 mg/ml X-Gal) bei 37 °C über Nacht 
inkubiert. X-Gal wird von der beta-Galaktosidase zu einem blauen Indigo-Komplex um-
gesetzt. Die Färbung wurde mikroskopisch überprüft und die Schnitte zur langfristigen 
Lagerung bei 4 °C mit Roti®-Histokitt eingebettet.  
 
2.7.9.2 Sudan IV-Färbung der Aorta 
Zur Analyse der fettreichen atherosklerotischen Plaques wurde die Aorta mit Sudan IV 
gefärbt. Hierfür wurde die fixierte Aorta mit 400 µl Sudan IV (5 mg/ml in 70 % Iso-
MATERIAL UND METHODEN 
90 
 
propanol) für 40 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. In einem neuen Reaktions-
gefäß erfolgte anschließend die Waschung der Aorta. Diese wurde dazu mit 400 µl 
70 % Isopropanol versetzt, 15 Sekunden invertiert und erneut für 5 Minuten im Wasser-
bad inkubiert.  
 
2.7.9.3 Oil Red O-Färbung der Herzklappen 
Von den in Tissue-Tek® eingebetteten Herzen wurden Gefrierschnitte von 7 µm Dicke in 
Serie auf Herzklappenebene angefertigt (n=12-24). Davon ausgewählte Schnitte wur-
den mittels Oil Red O zur Visualisierung der Verfettung angefärbt. Alle Schritte der Fett-
färbung erfolgten bei RT. Nach Fixierung der Schnitte in 4 % PFA und Isopro-
panolbehandlung (60 %), jeweils für 5 Minuten, wurden diese mit Oil Red O-Arbeits-
lösung (0,3 %) für 10 Minuten gefärbt. Nach erneuter Isopropanolbehandlung (60 %) für 
2 Minuten und kurzer Waschung mit entsalztem Wasser erfolgte die 10sekündige Ge-
genfärbung der Schnitte mit Hematoxylin. Die Schnitte wurden abschließend kurz mit 
PBS sowie entsalztem Wasser gewaschen und mit Glycerol-Gelatine eingedeckt.  
 
2.7.9.4 Sirius Red-Färbung der Leber 
Die Anfertigung der Paraffinschnitte der Leber und die anschließende Sirius Red-
Färbung wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Frank Tacke in 
Aachen durchgeführt, so dass die Erläuterung der Methodik lediglich kurz beschrieben 
wird.  
Bei der Ausbildung einer Leberfibrose ist ein erhöhter Anteil an extrazellulärer Matrix zu 
beobachten, der auf eine verstärkte Synthese und einen verminderten Abbau von Kol-
lagen, Laminin und Proteoglycanen zurückzuführen ist [359]. Kollagen Typ I und III sind 
wesentlicher Bestandteil dieser extrazellulären Matrix und können mittels Sirius Red-
Färbung visualisiert werden.  
Vor der Färbung werden die Paraffinschnitte entparaffinisiert und gründlich mit destillier-
tem Wasser gewässert. Die Färbung erfolgt über 90 Minuten in 0,1 %iger Sirius Red 
Lösung. Nach einer sich anschließenden zweimaligen Waschung für eine Minute mit 
0,01 M Salzsäure erfolgen die Entwässerung der Schnitte mittels aufsteigender Alkohol-
reihe und die anschließende Einstellung in Xylol. Zum Schluss werden die gefärbten 
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Schnitte mit Permount Eideckmedium eingebettet. Die Präperate werden digital erfasst 
und anschließend wird unter Anwendung von ImageJ der Anteil an Kollagen im Verhält-
nis zum Gesamtpräparat bestimmt. 
  
2.7.10 Quantitative Bestimmung der aortalen Plaquefläche 
Für die quantitative Auswertung der Plaquefläche wurden die längs eröffneten, gefärb-
ten Aorten unter dem Stereomikroskop (Zoom-Stereomikroskop SMZ 1000) in einer 
Petrischale auf schwarzen Wachs gepinnt. Anhand der Färbung wurde die Plaquefläche 
mit Hilfe der Software NIS-Elements D 3.0 der Firma Nikon vermessen und ins Verhält-
nis zu der ebenfalls vermessenen Gesamtfläche der Aorta gesetzt. 
 
2.7.11 Quantitative Bestimmung Lipid-reicher Plaques der Herzklappen 
Zur Bestimmung des Ausmaß Lipid-haltiger Anteile auf Herzplappenebene, wurden die 
Oil Red O-gefärbten Schnitte am Axiovert 100 Mikroskop mit einer AxioCam MRc (bei-
des Carl Zeiss) aufgenommen und anschließend mit NIS-Elements D 3.0 analysiert. Die 
Fläche der Lipid-reichen Ablagerungen und die Gesamtfläche der Herzklappenebene 
wurden dabei bestimmt und zueinander ins Verhältnis gesetzt. 
 
3 STATISTIK  
Für die Berechnung von Mittelwerten (MW), Standardabweichungen (SD, standard de-
viation), Standardfehlern (SEM, standard error of the mean) und statistischen Differen-
zen wurde das Programm Microsoft Exel verwendet. Die Angabe der Daten erfolgt, 
wenn nicht anders vermerkt als Mittelwert (MW) ± SEM. Statistische Berechnungen 
fanden unter Anwendung des zweiseitigen ungepaarten t-Tests mit Annahme gleicher 
Varianzen statt. Unterschiede wurden als signifikant definiert, wenn der p-Wert, als Maß 
der Irrtumswahrscheinlichkeit, einen Wert unter 0,05 ergab. Die Berechnung der AUC 





1 NACHWEIS DER TRANSFEKTIONSEFFIZIENZ DES POLYETHYLENIMIN 
IN HEK-293-ZELLEN  
Im Rahmen der Herstellung der AAV wurde zu jeder Transfektion eine GFP-Kontrolle 
mitgeführt. Anhand der Transfektionseffizienz konnte Rückschluss auf den Trans-
fektionsprozess und den Zustand der HEK-293-Zellen gezogen werden. Wie in 
Abbildung 16 zu sehen, wurde unter Verwendung des Reagenz PEI eine Transfektions-
effizienz von ungefähr 60 % erreicht.  
 
          
Abbildung 16: repräsentative GFP-Transfektion in HEK-293-Zellen 72 Stunden posttransfektional; links: 
Phasenkontrastaufnahme; rechts: Fluoreszenzaufnahme des entsprechenden Bildausschnittes; Bild-
gebung über Axiovision 3.1 nach Aufnahme am Axiovert 100 mit AxioCam MRc 
 
2 NACHWEIS DER AAV-VERMITTELTEN TRANSGENEXPRESSION IN 
VITRO  
In der vorliegenden Arbeit wurden GLP-1 Fusionsgene, die lediglich für die 31 Amino-
säuren des aktiven GLP-1 (7-37) oder die 29 Aminosäuren des metabolisierten GLP-1 
(9-37) codieren, konstruiert und in AAV-Vektorplasmide eingebracht. Zur Überprüfung 
der Expression und Sekretion wurde pAAV2.1-CMV-GLP-1 (7-37) stellvertretend für die 
angewendete Klonierungsstrategie in HEK-293-Zellen transfiziert. Es konnte sowohl auf 
mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene eine GLP-1 Expression nachgewiesen wer-
den. Die deutlich erhöhte Konzentration des GLP-1 im Zellkulturüberstand (ELISA) 







    H2O          KO      pAAV-CMV-GLP-1 (7-37) 
 
               
Abbildung 17: AAV-vermittelte Transgenexpression in vitro; (A) mRNA-Expression des GLP-1 (7-37) 
nach RT-PCR mit GAPDH als Ladekontrolle und (B) Konzentration des Gesamt-GLP-1 im Überstand 
erfasst mittels ELISA (n=1-2); MW ± SEM; KO = Kontrolle (transfizierter Leervektor: pAAV2.1-CMV-
MCS); H2O = Reagenzienkontrolle der jeweiligen PCR 
 
3 AKUTES INFLAMMATIONSMODELL: EXENDIN-4 
Zur Prüfung der anti-inflammatorischen Effekte des GLP-1 Systems in vivo wurde ein 
akutes Inflammationsmodell mit dem GLP-1 Rezeptor-Agonisten Exendin-4 durchge-
führt. 
 
3.1 Gewichtsverlauf der BALB/c Mäuse unter Exendin-4 
Die BALB/c Mäuse wurden über sieben Tage mit Exendin-4 in einer Dosis von 12 nmol/ 
kg Körpergewicht/ Tag behandelt. Es wurde kein Gewichtsunterschied zwischen Inter-
ventions- und Kontrollgruppe festgestellt (Tabelle 29). 
 
Tabelle 29: Gewicht der BALB/c Mäuse unter Exendin-4 Behandlung (n=5/Gruppe); MW ± SEM 
 
Gewicht [g] Tag 0 Gewicht [g] Tag 7 
Kontrolle 22,28 ± 0,44 22,46 ± 0,39 




















3.2 Einfluss des Exendin-4 auf Inflammationsparameter 
Der durch LPS-Gabe induzierte akute Inflammationsreiz wurde anhand der mRNA-
Expression von TNF-α und Interleukin-1β (IL-1β) in Leukozyten sowie der Proteinex-
pression von  IL-6 im Serum untersucht. Die Administration des Exendin-4 resultierte in 
einer signifikanten Reduktion der mRNA Expression von TNF-α um 69 % (Exendin-4: 
0,32 ± 0,03; Kontrolle: 1,04 ± 0,15) und einer nicht-signifikanten Erniedrigung von IL-1β. 
Für die Serumspiegel des IL-6 konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen festge-
stellt werden (Abbildung 18). 
 
 
   
Abbildung 18: (A) mRNA Expression des Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) und Interleukin-1β 
(IL-1β) in Leukozyten und (B) Serumspiegel des Interleukin-6 (IL-6) nach LPS-Stimulation der 
Exendin-4 behandelten BALB/c Mäuse (n=4-5/Gruppe); MW ± SEM; **p<0,01  
 
4 CHRONISCHES INFLAMMATIONSMODELL (NASH): GLP-1 
Als Modell für die Prüfung anti-inflammatorischer Eigenschaften des aktiven GLP-1 
(7-37) und möglicher Effekte des metabolisierten GLP-1 bei chronischer Inflammation 
wurde eine Diät-induzierte nicht-alkoholische Steatohepatitis ausgewählt. 
 
4.1 Nachweis der AAV-vermittelten Transgenexpression in C57BL/6 Mäu-
sen 
C57BL/6 Mäuse wurden mit den Vektoren AAV-TBG-GLP-1 (7-37), AAV-TBG-GLP-1 































der NASH eine Diätumstellung auf eine MCD-Diät, die für weitere vier Wochen gegeben 
wurde. Die Proteinexpression der Transgene wurde nach vier Wochen und am Studien-
ende ermittelt. Weiterhin erfolgte die Kontrolle der beta-Galaktosidase Expression in der 
Leber. Die AAV-vermittelte Transgenexpression resultierte nach vier Wochen in einer 
signifikanten Erhöhung der Gesamt-GLP-1 Serumspiegel (GLP-1 (7-37): 27,3 ± 7,5 pM; 
GLP-1 (9-37): 14,7 ± 6,8 pM) im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,2 ± 0,2 pM). Zu Studi-
enende war eine Abschwächung der Transgenexpression, mit jedoch im Vergleich zur 
Kontrollgruppe unter GLP-1 (9-37) weiterhin signifikanten und GLP-1 (7-37) tendenziell 
(p=0,08) erhöhten GLP-1 Serumkonzentrationen, zu verzeichnen. Eine hepatische be-
ta-Galaktosidase Expression mit einer Transduktionsrate von 50 % wurde in der Kont-
rollgruppe nachgewiesen (Abbildung 19).  
Im Versuch war insgesamt ein Tierausfall zu verzeichnen, so dass sich folgende Grup-




Abbildung 19: Transgenexpression in C57BL/6 Mäusen auf MCD-Diät; (A) Serumspiegel des Ge-
samt-GLP-1 erfasst mittels ELISA (n=10-12/Gruppe); MW ± SEM; *p <0,05; **p<0,01 versus LacZ, (B) X-
Gal-Färbung der Leber, links: AAV-TBG-LacZ, rechts: AAV-TBG-GLP-1 (9-37) 
 
4.2 Gewichtsverlauf der C57BL/6 Mäuse mit Diät-induzierter NASH unter 
GLP-1 (7-37) und (9-37) 
Nach 4wöchiger Normaldiät wurde ein signifikant höheres Gewicht unter GLP-1 (9-37; 
25,9 ± 0,3 g) im Vergleich zur Kontrollgruppe (25,0 ± 0,3 g) konstatiert. Die verabreichte 
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Mittel 7,3 ± 0,1 g (29 %) betrug. Es konnten keine Unterschiede in der mittleren Ge-
wichtsabnahme, dem Lebergewicht und dem Anteil des Lebergewichtes am Körperge-
wicht zwischen den Gruppen festgestellt werden (Abbildung 20, Tabelle 30). 
 
 
Abbildung 20: Gewichtsverlauf der C57BL/6 Mäuse auf MCD-Diät (n=11-12/Gruppe); MW ± SEM; 
*p<0,05 versus LacZ 
 
Tabelle 30: Gewichtsabnahme, Lebergewicht und anteiliges Lebergewicht nach vier Wochen MCD-
Diät der C57BL/6 Mäuse (n=11-12/Gruppe); MW ± SEM 
 
∆g (Woche 4 : Woche 8) Lebergewicht [g] Anteil Leber an 
Körpergewicht [%] 
LacZ 7,03 ± 0,21 0,61 ± 0,03 3,41 ± 0,15 
GLP-1 (7-37) 7,30 ± 0,29 0,63 ± 0,02 3,47 ± 0,11 
GLP-1 (9-37) 7,57 ± 0,15 0,61 ± 0,02 3,36 ± 0,12 
 
4.3 Einfluss des GLP-1 (7-37) und (9-37) auf den Lipidstoffwechsel in 
C57BL/6 Mäusen mit Diät-induzierter NASH 
Die hepatische Überexpression des aktiven GLP-1 (7-37) als auch des GLP-1 (9-37) 
resultierte unter Normaldiät in einer signifikanten Erhöhung des HDL-C (GLP-1(7-37): 
74,5 ± 1,1 mg/dl; GLP-1 (9-37): 78,3 ± 2,2 mg/dl; LacZ: 70,5 ± 1,2 mg/dl). Unter MCD-
Diät konnte dieser Effekt nicht bestätigt werden. Die Diätumstellung führte insgesamt zu 














Spiegel des GC und der TG zeigten über den gesamten Versuch keine signifikanten 
Veränderungen zwischen den Gruppen (Abbildung 21). 
 
 
      
 
 
Abbildung 21: Lipidprofil der C57BL/6 Mäuse auf MCD-Diät; (A) Serumspiegel des Gesamtcholeste-
rin (GC), (B) des HDL-Cholesterin (HDL-C) und (C) der Triglyzeride (TG) (n=11-12/Gruppe); MW ± 
SEM; *p<0,05; **p<0,01 versus LacZ 
 
Nach 8wöchiger Studiendauer wurden die Tiere getötet und es erfolgte die Bestimmung 
des Cholesterin- und Triglyzeridgehaltes der Leber. Der hepatische Triglyzeridgehalt 
unter Überexpression des GLP-1 (9-37) war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant 
1,6fach erhöht. Unter GLP-1 (7-37) zeigte sich eine Tendenz zur Erhöhung des 
Triglyzerid- (p=0,09) und Reduktion des Cholesteringehaltes (p=0,09), jedoch mit feh-
lender statistischer Sicherheit. Für die Serumspiegel der Leberenzyme ASAT und ALAT 












































Tabelle 31: hepatischer Cholesteringehalt, hepatischer Triglyzeridgehalt, Serumlevel ASAT und 






[mg/g] ASAT [U/l] ALAT [U/l] 
LacZ 4,32 ± 1,15 5,59 ± 0,91 374,4 ± 39,8 206,5 ± 26,2 
GLP-1 (7-37) 2,22 ± 0,26 9,34 ± 1,86 342,4 ± 53,7 258,8 ± 48,5 
GLP-1 (9-37) 2,50 ± 0,26 8,92 ± 1,11* 502,9 ± 67,5 241,6 ± 37,7 
 
Die hepatische mRNA Expression der Fettsäure-Synthase (Fasn), des Sterol 
Regulatory Element Binding Factor 1 (Srebf-1) sowie des CD36 und des Liver X 
Receptor-α (LXR-α) wurden durch die Transgene nicht signifikant beeinflusst. Im Ver-
gleich zu GLP-1 (9-37) zeigte sich unter GLP-1 (7-37) eine tendenzielle Erhöhung der 
mRNA Expression des Srebf-1 (p=0,09). 
 
 
Abbildung 22: (A) hepatische mRNA Expression der Fettsäure-Synthase (Fasn), des Sterol 
Regulatory Element Binding Factor 1 (Srebf-1), des CD36 und des Liver X Receptor-α (LXR-α) bei 
C57BL/6 Mäusen auf MCD-Diät (n=5/Gruppe); MW ± SEM 
 
4.4 Bestimmung der Effekte des GLP-1 (7-37) und (9-37) auf 
Inflammationsparameter in C57BL/6 Mäusen mit Diät-induzierter NASH 
In der Leber wurden die Inflammationsmarker TNF-α, MCP-1 und TGF-1β (Trans-

















LacZ GLP-1 (7-37) GLP-1 (9-37)




Vergleich zur Kontrollgruppe (1,06 ± 0,18) signifikant durch GLP-1 (7-37) um 60 % 
(0,42 ± 0,06) und durch GLP-1 (9-37) um 67 % (0,35 ± 0,05) reduziert. Darüber hinaus 
wurde unter GLP-1 (9-37) eine signifikant auf 36 % erniedrigte mRNA Expression für 
MCP-1 festgestellt (0,39 ± 0,04 versus LacZ: 1,08 ± 0,22). Eine tendenzielle Reduktion 
des Expressionsniveau von TGF-1β ergab sich bei der GLP-1 (9-37)-Gruppe (p=0,07) 
(Abbildung 23). 
 
   
 
 
Abbildung 23: (A) hepatische mRNA Expression des Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), (B) 
Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und (C) Transforming Growth Factor-1β (TGF-1β) bei 
C57BL/6 Mäusen auf MCD-Diät (n=5/Gruppe); MW ± SEM; *p<0,05; **p<0,01 versus LacZ 
 
4.5 Analyse der hepatischen Fibrose in C57BL/6 Mäusen unter GLP-1 (7-37) 
und (9-37) 
Die hepatische Fibrose in den C57BL/6 Mäusen wurde anhand einer Sirius Red-
Färbung und der Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes untersucht. Kollagenfasern 






























































Red-Färbung (Kollagengehalt) als auch die Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes 





            AAV-TBG-LacZ   AAV-TBG-GLP-1 (7-37)         AAV-TBG-GLP-1 (9-37) 
 
   
Abbildung 24: Quantifizierung der hepatischen Fibrose bei C57BL/6 Mäusen auf MCD-Diät; (A) Siri-
us Red-Färbung der Leber, (B) Quantifizierung der Sirius-Red gefärbten Kollagenfasern mittels 
ImageJ (n=11-12/Gruppe), (C) Hydroxyprolingehalt der Leber (n=3/Gruppe); MW ± SEM 
 
5 ATHEROSKLEROSEMODELL: DPP4-INHIBITION 
Um zu prüfen, ob die Stabilisierung des endogenen aktiven GLP-1 unter DPP4-
Inhibition die Entstehung von Atherosklerose reduziert, wurden LDL-Rezeptor-/- Mäuse 




























5.1 Gewichtsverlauf der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter PKF275-055 
Die LDL-Rezeptor-/- Mäuse wurden oral mit PKF275-055 über einen Zeitraum von 18 
Wochen behandelt. Zwei Wochen erfolgte die Gabe einer Normaldiät mit anschließen-
der Umstellung auf HFD bis zum Ende der Studie. Es wurde kein Gewichtsunterschied 
zwischen den Gruppen festgestellt (Abbildung 25). 
 
 
Abbildung 25: Gewichtsverlauf der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter PKF275-055 Intervention 
(n=15/Gruppe); MW ± SEM 
 
5.2 Bestimmung der Effekte des PKF275-055 auf den Glukosemetabolismus 
in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
Infolge der PKF275-055 Intervention zeigte sich eine signifikante Absenkung der 
Nüchternblutglukose ab der 12. Studienwoche. Zeitgleich wurden eine signifikant ver-
besserte Glukosetoleranz und eine tendenzielle Absenkung des HOMA-IR (p=0,07) bei 
den DPP4-Inhibitor behandelten Mäuse konstatiert. Die DPP4-Aktivivität wurde zu Be-
ginn der Behandlung sowie nach 10 und 18 Wochen Intervention im Serum bestimmt. 
Eine signifikante Hemmung der DPP4-Aktivität konnte unter PKF275-055 erzielt wer-
den. Die Bestimmung der hepatischen mRNA Expression der Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PEPCK) und der Glukose-6-Phosphatase (G6P) ergab keinen signifi-


















   
 
   
 
   
Abbildung 26: (A) Nüchternblutglukose (n=15/Gruppe), (B) oGTT (n=10/Gruppe), (C) HOMA-IR 
(n=8/Gruppe) zum Zeitpunkt 12 Wochen, (D) DPP4-Aktivität im Serum (n=10/Gruppe) sowie hepatische 
mRNA Expression der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) (E) und der Glukose-6-
Phosphatase (G6P) (F) der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter PKF275-055 Intervention (n=5/Gruppe); MW 
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Zum Studienende erfolgte eine Analyse der Insulinwirkung auf die Insulinsignalkaskade 
in Leber und Muskulatur. Mittels Western Blot wurde nach in vivo Insulininjektion die Ak-
tivierung der Proteinkinase B (Akt) untersucht. Es wurde kein Unterschied im Ausmaß 









Abbildung 27: Expression von pAkt und Akt1 in Leber (A) und Muskulatur (B) der LDL-Rezeptor-/- 
Mäuse unter PKF275-055 Intervention (n=3/Gruppe); Western Blot mit β-Aktin als Ladekontrolle 
 
5.3 Einfluss des PKF275-055 auf den Lipidstoffwechsel in LDL-Rezeptor-/- 
Mäusen 
Zu Beginn der Studie wurden die Gruppen anhand der Serumlipide gematcht. Die Spie-
gel des GC, des HDL-C und der TG zeigten über 18 Wochen keine signifikanten Verän-
derungen infolge der DPP4-Inhibitor Intervention (Abbildung 28, Abbildung A 2). Eine 
FPLC-Analyse zum Studienende spiegelt ein identisches Lipoprotein-Verteilungsmuster 
beider Gruppen wider (Abbildung 28). Die Behandlung mit PKF275-055 zeigte keinen 
Effekt auf den Triglyzeridgehalt der Leber, die Konzentration an freien Fettsäuren im 
Serum oder den Adiponectinserumspiegel (Tabelle 32). 
 
Tabelle 32: hepatischer Triglyzeridgehalt, Serumspiegel der freien Fettsäuren und Serumspiegel 
des Adiponectin nach 18 Wochen PKF275-055 Intervention der LDL-Rezeptor-/- Mäuse 
(n=15/Gruppe); MW ± SEM 
 
Triglyzeride [mg/g] freie Fettsäuren [mmol/l] Adiponectin [µg/ml] 
Kontrolle 18,27 ± 0,68 0,36 ± 0,03 3,57 ± 0,18 
PKF275-055 19,78 ± 2,21 0,34 ± 0,03 3,84 ± 0,17 
       Kontrolle          PKF275-055        Kontrolle          PKF275-055 





   
 
Abbildung 28: Lipidprofil der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter PKF275-055 Intervention; (A) Serumspie-
gel des Gesamtcholesterin (GC), der Triglyzeride (TG) und des HDL-Cholesterin (HDL-C) nach 18 
Wochen Intervention (n=15/Gruppe); MW ± SEM, (B) FPLC-Analyse nach 18 Wochen Intervention, Se-
rum jeweils von der gesamten Versuchsgruppe gepoolt; VLDL: very low density lipoprotein; IDL: interme-
diate density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; HDL: high density lipoprotein 
 
5.4 Bestimmung der Effekte des PKF275-055 auf die Enstehung der 
Atherosklerose und Inflammationsparameter in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
Nach 16 Wochen HFD wurden die LDL-Rezeptor-/- Mäuse getötet und athero-
sklerotische Läsionen quantifiziert. Es konnte kein Unterschied im Ausmaß der 
Atherosklerose zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (Abbildung 29). Die Inter-
vention mit dem DPP4-Inhibitor zeigte in der Leber (Abbildung 30) als auch in der 
A. carotis (Abbildung 31) keinen Effekt auf die mRNA Expression der Inflammations-
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Abbildung 29: Quantifizierung der Atherosklerose der LDL-Rezeptor-/- Mäuse nach PKF275-055 In-
tervention; (A) Sudan-IV-gefärbte Aortenpräparationen und (B) prozentualer Anteil der 
Plaquefläche an der Gesamtaortafläche (Kontrollgruppe n=13; PKF275-055 n=15) 
 
 
     
Abbildung 30: (A) hepatische mRNA Expression des Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und 
(B) Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) bei LDL-Rezeptor-/- Mäusen unter PKF275-055 Intervention 
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Abbildung 31: (A) mRNA Expression des Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und (B) Tumor-
Nekrose-Faktor-α (TNF-α) in der A. carotis der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter PKF275-055 Interventi-
on (n=6/Gruppe); MW ± SEM 
 
6 ATHEROSKLEROSEMODELL: GLP-1 
Um zu prüfen, ob eine chronische Erhöhung der Spiegel des aktiven GLP-1 (7-37) und 
des metabolisierten GLP-1 (9-37) zu einer Modifikation der Atherosklerose führen, wur-
den LDL-Rezeptor-/- Mäuse mit den Vektoren AAV-CMV-GLP-1 (7-37), AAV-CMV-
GLP-1 (9-37) und AAV-CMV-LacZ infiziert. 
 
6.1 Nachweis der AAV-vermittelten Transgenexpression in LDL-Rezeptor-/- 
Mäusen 
Nach einer Versuchsdauer von 20 Wochen wurde die Proteinexpression der Transgene 
kontrolliert. Die AAV-vermittelte Transgenexpression führte im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zu einer deutlichen Erhöhung der Gesamt-GLP-1 Serumspiegel (GLP-1 (7-37): 
244,1 ± 68,5 pM; GLP-1 (9-37): 409,2 ± 36,7 pM; LacZ: 28,9 ± 12,3 pM). In der Kon-
trollgruppe wurde eine positive beta-Galaktosidase-Expression mit einer AAV-Transduk-
tionsrate von 60 % bestätigt  (Abbildung 32).    
Im Versuch waren sieben Tierausfälle zu verzeichnen, so dass sich folgende Gruppen-














































Abbildung 32: Transgenexpression in LDL-Rezeptor-/- Mäusen; (A) Serumspiegel des Gesamt-GLP-1 
erfasst mittels ELISA (n=10-15/Gruppe); MW ± SEM; **p<0,01; ***p<0,001 versus LacZ, (B) X-Gal-
Färbung der Leber, links: AAV-CMV-LacZ, rechts: AAV-CMV-GLP-1 (7-37)  
 
6.2 Gewichtsverlauf der LDL-Rezeptor-/- Mäuse unter GLP-1 (7-37) und (9-
37) 
Die Überexpression des aktiven GLP-1 (7-37) als auch des metabolisierten GLP-1 (9-
37) hatte während der 20wöchigen Versuchsdauer keinen Effekt auf das Gewicht der 
LDL-Rezeptor-/- Mäuse. In Abbildung 33 sind die Gewichtskurven für die geraden und 
im Anhang (Abbildung A 3) für alle Studienwochen dargestellt. 
 
 

























LacZ GLP-1 (7-37) GLP-1 (9-37)




6.3 Bestimmung der Effekte des GLP-1 (7-37) und (9-37) auf den 
Glukosemetabolismus in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
Im Verlauf der Studie wurde im Rahmen der Blutentnahmen die Nüchternglukose be-
stimmt. Weiterhin erfolgte die Durchführung von zwei Glukose- (Woche 7 und 17) und 
einem Insulin-Toleranztest (Woche 19). Die Umstellung der LDL-Rezeptor-/- Mäuse von 
Normaldiät auf HFD spiegelt sich im Anstieg der Nüchternglukose ab der vierten Ver-
suchswoche wieder (Abbildung 34). Die Überexpression von GLP-1 (7-37) resultierte in 
einer tendenziellen Erniedrigung der Nüchternglukose in Woche 4 und 12 (p=0,05 und 
p=0,07) bei gleichzeitiger Verbesserung der Glukosetoleranz. Für GLP-1 (9-37) konnte 
im Vergleich zur Kontrollgruppe kein Effekt auf Nüchternglukose und Glukosetoleranz 
festgestellt werden (Abbildung 34, Abbildung 35 und Abbildung 37). Gegenüber der 
Gruppe mit Expression des aktiven GLP-1 zeigte die GLP-1 (9-37)-Gruppe eine signifi-
kant erhöhte Nüchternglukose ab der achten Versuchswoche (Abbildung 34) und eine 
schlechtere Glukosetoleranz in Woche sieben auf. Der GTT nach 17 Studienwochen 
ergab in der GLP-1 (9-37)-Gruppe in Bezug zur GLP-1 (7-37)-Gruppe lediglich zum 
Zeitpunkt 30 und 120 Minuten eine tendenziell schlechtere Glukosetoleranz (p=0,05 
und p=0,08) (Abbildung 35). Die Auswertung der AUC zeigt jedoch in beiden GTTs ei-
nen signifikanten Unterschied zwischen GLP-1 (7-37) und GLP-1 (9-37) (Abbildung 37).  
 
   
Abbildung 34: Verlauf der Nüchternblutglukose der LDL-Rezeptor-/- Mäuse (n=10-15/Gruppe); 
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Abbildung 35: ipGTT der LDL-Rezeptor-/- Mäuse (n=6-10/Gruppe) nach (A) 7 Wochen und (B) 17 Wo-
chen; MW ± SEM; **p<0,01 GLP-1 (7-37) versus LacZ; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 GLP-1 (7-37) 
versus GLP-1 (9-37) 
 
Im ITT ließ sich kein Unterschied als Hinweis für eine veränderte Insulinsensitivität zwi-
schen der GLP-1 (7-37)- und der LacZ-Gruppe feststellen. Unter GLP-1 (9-37) wurde 
jedoch eine tendenziell höhere Blutzuckerkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe 























































     
Abbildung 36: ipITT der LDL-Rezeptor-/- Mäuse (n=7-9/Gruppe) nach 19 Wochen; MW ± SEM 
 
 
    
Abbildung 37: (A) Auswertung AUC des ipGTT aus Woche 7 und 17 (n=6-10/Gruppe) und (B) Auswer-
tung AUC des ipITT aus Woche 19 (n=7-9/Gruppe); MW ± SEM; *p<0,05; **p<0,01 versus LacZ; 
#p<0,05; ##p<0,01 versus GLP-1 (9-37) 
 
Zur Bestimmung der Insulinsensitiviät erfolgte vor der Tötung der Tiere eine Insulinin-
jektion. Die Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) in der Leber wurde mittels Western 
Blot untersucht. Eine nicht signifikant verminderte Phosphorylierung der Proteinkinase B 
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Abbildung 38: hepatische Expression von pAkt und Akt1 der LDL-Rezeptor-/- Mäuse (n=3/Gruppe); 
(A) Western Blot und (B) densitometrische Auswertung der Aktivierung der Proteinkinase B; β-Aktin als 
Ladekontrolle; MW ± SEM 
 
6.4 Einfluss des GLP-1 (7-37) und (9-37) auf den Lipidestoffwechsel in LDL-
Rezeptor-/- Mäusen 
Zu Beginn der Studie wurden die Gruppen anhand der Serumlipide gematcht. Nach vier 
Wochen Normaldiät zeigte sich unter beiden Transgenexpressionen eine Absenkung 
des GC und der TG. Darüber hinaus wurde für das aktive GLP-1 (7-37) ein signifikanter 
und für das metabolisierte GLP-1 (9-37) ein tendenzieller Anstieg (p=0,08) des HDL-C 
konstatiert (Abbildung 39). Mit Umstellung auf HFD wurde eine Erhöhung des GC und 
des HDL-C unter GLP-1 (9-37) beobachtet. Die Überexpression des GLP-1 (7-37) resul-
tierte nach der Diätumstellung im Vergleich zur Kontrollgruppe in keiner weiteren Modi-
fikation der Cholesterinwerte. Die Triglyzeridspiegel zeigten ab der achten Studienwo-
che bis zum Versuchsende keine signifikanten Veränderungen infolge der Transgenex-
pressionen (Abbildung 39 und Abbildung A 5 im Anhang mit GC, HDL-C und TG aus 
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Abbildung 39: Lipidprofil der LDL-Rezeptor-/- Mäuse; (A) Serumspiegel des Gesamtcholesterin (GC), 
(B) des HDL-Cholesterin (HDL-C) und (C) der Triglyzeride (TG) nach 4, 8 und 20 Wochen post-
Vektorinjektion (n=10-15/Gruppe); MW ± SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus LacZ; #p<0,05 ver-
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Die Bestimmung des hepatischen Triglyzeridgehaltes ergab keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 33). Die Überexpression des GLP-1 
(7-37) führte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer tendenziellen (p=0,1) und im Ver-
gleich zur  GLP-1 (9-37)-Gruppe zu einer signifikanten Erniedrigung des Cholesteringe-
haltes in der Leber. 
 
Tabelle 33: hepatischer Cholesterin- und Triglyzeridgehalt der LDL-Rezeptor-/- Mäuse nach 
20wöchiger Transgenexpression (n=10-14/Gruppe); MW ± SEM; ##p<0,01 versus GLP-1 (9-37) 
 
Cholesterin [mg/g] Triglyzeride [mg/g] 
AAV-CMV-LacZ 5,84 ± 0,42 27,84 ± 2,31 
AAV-CMV-GLP-1 (7-37) 4,91 ± 0,31## 23,77 ± 2,64 
AAV-CMV-GLP-1 (9-37) 6,25 ± 0,29 23,03 ± 2,05 
 
Zur näheren Charakterisierung des Lipidstoffwechsels wurde die hepatische mRNA Ex-
pression folgender Gene quantifiziert: HMG-CoA-Reduktase (3-Hydroxy-3-Methyl-
glutaryl-Coenzym-A-Reduktase, Hmgcr), Lanosterol Synthase (Lss) und Squalen 
Epoxidase (Sqle) als stellvertretende Enzyme der Cholesterinbiosynthese. Weitere Ex-
pressionsanalysen fanden statt für die Fettsäure-Synthase (Fasn), die Cholesterol-
Transporter Abca-1, Abcg-1 sowie Abcg-5, die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase-2 
(Acat-2), den Fettsäuretransporter CD36, die Cholesterol 7α-Hydroxylase (Cyp7A1), 
den Sterol Regulatory Element Binding Factor 2 (Srebf-2), den Lixer X Rezeptor-α 
(LXR-α), das LDL-Receptor-related Protein 1 (Lrp1) und den Scavenger Rezeptor Class 
B Member 1 (Scarb-1). Die intestinale mRNA Expressionsrate wurde für das Niemann-
Pick C1 Like 1 Protein (NPC1L1) bestimmt. Weiterhin wurde die Expression des GLP-1 
Rezeptor (GLP-1R) geprüft.  
Dabei zeigte sich unter GLP-1 (7-37) im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant 
verminderte Expression des Abcg-5 um 57 % (0,48 ± 0,07 versus LacZ: 1,11 ± 0,24) 
und für den Fettsäuretransporter CD36 um 39 % (0,66 ± 0,09 versus LacZ: 1,08 ± 0,15). 
Gegenüber der GLP-1 (9-37)-Gruppe wurde ebenfalls eine signifikante Verminderung 
der Expressionsrate des CD36 (GLP-1 (7-37): 0,66 ± 0,09 versus GLP-1 (9-37): 
1,31 ± 0,14) sowie eine Steigerung der HMG-CoA-Reduktase mRNA Expression (GLP-
1 (7-37): 1,35 ± 0,21 versus GLP-1 (9-37): 0,84 ± 0,09) infolge der Überexpression des 




abhängige divergente Regulation. Aktives GLP-1 (7-37) bewirkte in Bezug zur Kontroll-
gruppe eine signifikante Steigerung der Cyp7A1 mRNA Expression um das 1,7fache, 
wohingegen diese durch GLP-1 (9-37) um 56 % gesenkt wurde (LacZ: 1,11 ± 0,22; 
GLP-1 (7-37): 1,84 ± 0,24; GLP-1 (9-37): 0,48 ± 0,09). Die Expression des GLP-1 Re-
zeptors wurde in der GLP-1 (7-37)-Gruppe tendenziell im Vergleich zur LacZ-Gruppe 
erniedrigt (p=0,07). Für alle weiteren Gene wurde kein statistisch gesicherter Unter-
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Abbildung 40: hepatisches Expressionsprofil der LDL-Rezeptor-/- Mäuse; (A) mRNA Expression der 
HMG-CoA-Reduktase (Hmgcr), Lanosterol Synthase (Lss), Squalen Epoxidase (Sqle) und der 
Fettsäure-Synthase (Fasn), (B) mRNA Expression des Abca-1, Abcg-1, Abcg-5 und der Acyl-CoA-
Cholesterin-Acyltransferase-2 (Acat-2), (C) mRNA Expression des CD36, der Cholesterol 7α-
Hydroxylase (Cyp7A1), des Sterol Regulatory Element Binding Factor (Srebf-2) und des Liver X 
Receptor-α (LXR-α), (D) mRNA Expression des LDL-Receptor-related Protein (Lrp1), des Scaven-
ger Rezeptor Class B Member 1 (Scarb-1) und des GLP-1 Rezeptor (GLP-1R) sowie intestinale 
mRNA Expression des Niemann-Pick C1 Like 1 Protein (NPC1L1) (n=4-9/Gruppe); MW ± SEM; 
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6.5 Bestimmung der Effekte des GLP-1 (7-37) und (9-37) auf Inflammations-
parameter in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
In der Leber und der A. carotis wurden die Inflammationsmarker MCP-1 und TNF-α 
quantifiziert. Die hepatische mRNA Expressionsrate des MCP-1 wurde signifikant 
(GLP-1 (7-37): 0,18 ± 0,04; GLP-1 (9-37): 0,26 ± 0,06; LacZ: 1,00 ± 0,32) und die des 
TNF-α nichtsignifikant durch beide Transgene reduziert (Abbildung 41 a und b). In der 
A. carotis zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe unter GLP-1 (7-37) eine signifikant 
um 74 % verminderte mRNA Expression des MCP-1 (0,26 ± 0,08 versus LacZ: 
1,00 ± 0,31) und unter beiden Transgenen eine signifikante Reduktion der Expression 
des TNF-α (GLP-1 (7-37): 0,32 ± 0,07; GLP-1 (9-37): 0,31 ± 0,10; LacZ: 1,00 ± 0,30) 
(Abbildung 41 c und d). 
 
    
 
   
Abbildung 41: mRNA Expression des Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) (A) und des Tumor-
Nekrose-Faktor-α (TNF-α) (B) in der Leber sowie mRNA Expression des MCP-1 (C) und des TNF-α 
















































































6.6 Analyse der Enstehung der Atherosklerose in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
unter GLP-1 (7-37) und (9-37) 
Nach 16 Wochen HFD wurden die LDL-Rezeptor-/- Mäuse getötet und athero-
sklerotische Läsionen quantifiziert. Unter GLP-1 (9-37) wurde ein signifikant erhöhter 
Anteil Lipid-haltiger Plaques in der Gesamtaorta (GLP-1 (9-37): 7,3 ± 0,9 %; GLP-1 
(7-37): 3,1 ± 0,9 %; LacZ: 3,4 ± 0,7 %) und auf Herzklappenebene (GLP-1 (9-37): 
24 ± 1,8 %; GLP-1 (7-37): 14,1 ± 2,7 %; LacZ: 16,1 ± 2,0 %) konstatiert. Für das aktive 
GLP-1 konnte keine Veränderung im Ausmaß der Atherosklerose im Vergleich zur 
Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 42, Abbildung 43 und Abbildung 44).  
 
 
Abbildung 42: Quantifizierung der Artherosklerose in der Gesamtaorta der LDL-Rezeptor-/- Mäuse; 
Prozentualer Anteil der Plaquefläche an der Gesamtaortafläche (LacZ n=13, GLP-1 (7-37) n=10, 








































  AAV-CMV-LacZ           AAV-CMV-GLP-1 (7-37)     AAV-CMV-GLP-1 (9-37) 
Abbildung 43: Oil-Red-O gefärbte Herzklappenpräparationen der LDL-Rezeptor-/- Mäuse 
 
 
Abbildung 44: Quantifizierung der Atherosklerose auf Herzklappenebene der LDL-Rezeptor-/- Mäu-
se; Anteil Lipid-haltiger Plaques am Herzvolumen auf Herklappenebene (LacZ n=11, GLP-1 (7-37) 
n=9, GLP-1 (9-37) n=13); **p<0,01 versus LacZ; ##p<0,01 versus GLP-1 (7-37) 
 
In der Arteria carotis communis dextra wurden die mRNA Expressionsraten für Abca-1 
und CD36 ermittelt. In der Gruppe mit Überexpression des GLP-1 (9-37) konnte eine 
2,2fach höhere Expression des CD36 im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt wer-
den (2,20 ± 0,49 versus LacZ: 1,00 ± 0,19). Die Expression des Abca-1 in der A. carotis 

































      
Abbildung 45: (A) mRNA Expression des Abca-1 und (B) CD36 in der A. carotis der LDL-Rezeptor-/- 
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Zur Charakterisierung der extrapankreatischen Effekte des GLP-1 Systems in vivo und 
damit zur Prüfung der aufgestellten Hypothesen wurden in dieser Arbeit verschiedene 
Versuchsansätze durchgeführt. 
Die Hypothese, dass aktives GLP-1 anti-inflammatorisch wirksam ist, konnte sowohl im 
NASH- als auch im LDL-Rezeptor-/- Mausmodell nach AAV-vermittelter Überexpression 
des Inkretins nachgewiesen werden. Überraschenderweise zeigte das metabolisierte 
GLP-1 ebenfalls unabhängig vom Mausmodell deutliche anti-inflammatorische Effekte. 
Trotz erzielter Suppression von Entzündungsparametern ließ sich im NASH-
Mausmodell keine Prävention der Fibrose durch die GLP-1 Varianten nachweisen.  
Die Annahme, dass aktives GLP-1 das Lipidprofil verbessert und die Ausprägung 
atherosklerotischer Plaques vermindert, kann nur teilweise bestätigt werden. Die Be-
handlung von LDL-Rezeptor-/- Mäusen mit dem DPP4-Inhibitor PKF275-055, dessen 
Wirksamkeit anhand der supprimierten DPP4-Aktivität nachgewiesen wurde, resultierte 
wie erwartet in einer Verbesserung der Nüchternglukose und Glukosetoleranz, aber 
ging mit keiner Veränderung der Serumlipidspiegel und Atherosklerose einher. Hinge-
gen ließ sich mittels AAV-vermittelter Überexpression des aktiven als auch 
metabolisierten GLP-1 eine Diät-abhängige Modulation des Lipidprofils im LDL-
Rezeptor-/- Mausmodell nachweisen. Während unter Normaldiät beide GLP-1 Varianten 
eine Reduktion des GC und der TG sowie eine Erhöhung des HLD-C herbeiführten, 
zeigte sich unter HFD eine divergente Modulation der Serumlipide. Das metabolisierte 
GLP-1 führte nach Diätumstellung zur Induktion einer Hypercholesterinämie und ging 
mit einer verstärkten Ausprägung der Atherosklerose einher. Ebenfalls verlor sich gänz-
lich mit Beginn der HFD die atheroprotektive Modulation des Lipidprofils unter aktivem 
GLP-1. Das überexprimierte aktive GLP-1 bewirkte zudem keine verminderte Ausbil-
dung atherosklerotischer Plaques in den LDL-Rezeptor-/- Mäusen. 
In den zwei eingesetzten Mausmodellen mit Überexpression des GLP-1 (9-37) wird 
dessen eigenständige metabolische Wirkung belegt. Die aufgestellte Hypothese, dass 
sich diese Wirkung komplementär zu den Effekten des aktiven GLP-1 verhält, kann nur 
zum Teil gestützt werden. Für GLP-1 (9-37) wurden in der vorliegenden Arbeit eine rela-
tiv neutrale Rolle im Glukosemetabolismus, eindeutige dem GLP-1 (7-37) analoge anti-




abhängige divergente Modulation des GC mit einhergehender Forcierung der Athero-
sklerose aufgezeigt. 
Diese beschriebenen extrapankreatischen Effekte des GLP-1 Systems werden nachfol-
gend ausführlich diskutiert. 
 
1 ADENO-ASSOZIIERTE-VIRALE VEKTOREN FÜR DIE GENEXPRESSION 
Eine Untersuchung der Langzeiteffekte pharmakologischer GLP-1 Serumspiegel in vivo 
bedarf infolge der kurzen Halbwertszeit des aktiven GLP-1 eine mehrfache tägliche 
Administration. Die Gentherapie bildet in diesem Zusammenhang eine nützliche Alter-
native zur Erzielung einer kontinuierlichen Genexpression [204, 343, 360-364]. In der 
vorliegenden Arbeit wurde die Überexpression des GLP-1 (7-37) und (9-37) in vivo mit 
rAAV Vektoren realisiert. Ziel war es, eine hepatische Expression des jeweiligen Trans-
gens über einen Zeitraum von bis zu fünf Monaten bei minimaler Aktivierung entzündli-
cher Prozesse zu erzielen. Auf AAV basierende Vektoren behaupten sich unter den 
etablierten viralen Vektoren (Adenovirus, Lentivirus HSV-1, Retrovirus) durch eine In-
fektion nicht-proliferierender Gewebe bei gleichzeitig stabiler Langzeit-Transgen-
expression und geringer Immunogenität. Das Fehlen viraler ORF´s in den rAAV Vekto-
ren bedeutet, dass lediglich mit dem Kapsid virale Proteine übertragen werden und da-
durch die Immunantwort weitestgehend minimiert wird. [327-328, 365-366]. Retrovirale 
Vektoren gehen infolge ihrer DNA-Integration in das Wirtszellgnenom mit einem erhöh-
ten Oncogenese-Risiko einher [367-368] und können nur sich in Teilung befindliche Zel-
len infizieren [366]. Im Gegensatz zum AAV-Wildtyp-Genom, welches bei latenter Infek-
tion vollständig in das Wirtszellgenom integriert wird, liegt die DNA rAAV Vektoren zu 
schätzungsweise 90 % episomal vor. Die minimal ausgeprägte Integration der rAAV ist 
nicht ortsspezifisch und stellt demnach ein genotoxisches, wenn auch geringes Risiko 
dar [366, 369]. Die zur Überexpression des GLP-1 vielfach eingesetzten rekombinanten 
Adenoviren [204, 343, 360-361] gewährleisten eine kurze bis mittelfristige Transgenex-
pression [366]. Adenovirale Vektoren aktivieren jedoch bedeutend stärker die humorale 
und zelluläre Immunantwort als rAAV und induzieren infolge dessen verstärkt die Pro-
duktion inflammatorischer Zytokine [327, 365, 370]. Mit dem Ziel, die Ausbildung von 
Atherosklerose zu untersuchen, welche im verwendeten LDL-Rezeptor-/- Mausmodell 




system dem der adenoviralen Vektoren vorgezogen. Um eine optimale Verpackung der 
DNA und eine effiziente Virusproduktion zu gewährleisten, darf die Größe der rAAV-
Vektoren das Wildtypgenom um maximal 10-19 % überschreiten [319-320]. Diese im 
Vergleich zu anderen Vektorsystemen nachteilige Limitation der rAAV Vektoren stellte 
bei den in dieser Arbeit vorliegenden geringen Transgengrößen (248 bp und 254 bp) 
kein Problem dar (II2.4.2).  
Die eingesetzten replikationsdefizienten AAV-2/8 Hybridvektoren wurden durch „Cross-
Packaging“, der Verpackung des rekombinanten AAV-2 Genom in das Kapsid des 
Serotyp AAV-8, erzeugt. AAV-8 zeichnet sich im Vergleich zu anderen Serotypen durch 
einen starken Lebertropismus aus [316-317, 375]. Die Vorteile einer hepatischen Über-
expression therapeutischer Gene bestehen in deren effizienter Freisetzung in die Zirku-
lation, ermöglicht durch die gute Vaskularisierung und geringe Zellturnover-Rate der 
Leber [376]. Ein weiterer positiver Aspekt der angewendeten Pseudotypisierung ist ver-
glichen zu rAAV-2 die geringere Immunogenität [377] und verminderte Antikörper-
Neutralisation [378]. Virale Cap-Proteine (Kapsid) führen über die Aktivierung von 
B-Lymphozyten zur Bildung neutralisierender Antikörper. Für rAAV-2 wird eine vermin-
derte Effizienz der Transgenexpression bei wiederholter Applikation der viralen Vekto-
ren infolge der humoralen Immunisierung beschrieben [326, 379]. Beim Menschen fin-
den sich nur wenige neutralisierende Antikörper gegen AAV-8 im Serum und es besteht 
keine Kreuzreaktion mit Antikörpern anderer Serotypen [316, 378]. Anhand dessen 
ergibt sich die Bedeutsamkeit des AAV-8 Kapsid für den hepatischen Gentransfer und 
die Langzeitgenexpression.  
Zur Produktion der rAAV wurden der Transgen-tragende Vektor und die Helferpalsmide 
mittels linearem PEI (25 kDa) in einer „Triple-Transfektion“ in HEK-293-Zellen kotrans-
fiziert. Anhand der mitgeführten GFP-Kontrolle wurde bereits bei der Transfektion die 
Qualität der Produktion geprüft und sichergestellt. Eine Transfektionseffizienz von min-
destens 60 % wurde dabei konstant erzielt (Abbildung 16). Das lineare PEI (25 kDa) 
wurde als Reagenz ausgewählt, weil es sich neben einer guten Transfektionseffizienz 
durch eine geringe Zytotoxizität und gute Stabilität auszeichnet. Reed et al. (2006) zeig-
ten in HeLa Zellen eine vergleichbare Effizienz (> 50 % transfizierte Zellen) zwischen 
Lipofektamin, welches durch seine hohen Kosten für Transfektionen im größeren Rah-




unter PEI- im Vergleich zur Calciumphosphat-Transfektion 3fach mehr infektiöse AAV-
Partikel produziert werden können [380]. 
Der realisierte Gentransfer mit einer Viruslast von 1*1012 Genomkopien/ Tier resultierte 
in einer sehr guten Expression der Transgene (beta-Galaktosidase, GLP-1 (7-37) und 
GLP-1 (9-37)) über bis zu 20 Versuchswochen. Es wurde eine hepatische Trans-
duktionsrate von 50-60 % erzielt (Abbildung 19 und Abbildung 32). Eine vergleichbare 
Transduktionsrate von 66 % beschreiben Nakai et al. (2005) unter einer Viruslast von 
1,8*1012 Genomkopien mit AAV-8 [375]. Gao et al. (2002) zeigen für AAV-2/8 mit 1*1011 




Die als Schwerpunkt in dieser Arbeit induzierten Erkrankungen Atherosklerose und 
NASH stellen komplexe pathologische Veränderungen dar. Zur Untersuchung therapeu-
tischer Maßnahmen auf die Ausprägung beider Erkrankungen ist die Verwendung von 
Tiermodellen von essentieller Bedeutung. In vitro Studien können hierbei jeweils nur 
Teilaspekte der Pathogenese widerspiegeln und unterliegen nicht den vielschichtigen 
Regelmechanismen des Organismus. Im Vergleich zu Großtiermodellen zeichnen sich 
Mausmodelle vor allem durch eine einfache Haltung und Handhabung der Tiere, die 
kurze Generationszeit und die unkomplizierte Bebrütung größerer Kohorten aus [381]. 
In den Modellen dieser Arbeit wurden ausschließlich männliche Tiere eingesetzt, weil 
diese sowohl in Bezug auf die Ausbildung der Diät-induzierten hepatischen Inflamma-
tion als auch der Atherosklerose eine höhere Sensitivität aufweisen [371, 382]. 
Atherosklerosemodell 
Wildtypmäuse entwickeln infolge ihres Lipidprofiles, welches durch einen hohen 
atheroprotektiven HDL- und niedrige VLDL- und LDL-Cholesterinspiegel gekennzeich-
net ist, keine Atherosklerose. Für die Untersuchung des Lipidstoffwechsels und der 
Atheroskleroseentstehung wurden daher genetische Mausmodelle mit zum Teil diäteti-
scher Manipulation entwickelt. Gut etablierte und die am häufigsten verwendeten 
Atherosklerosemodelle sind Apolipoprotein E-defiziente Mäuse (ApoE-/-) und LDL-




zwei verschiedene Fragestellungen gewählt. Nachfolgend werden beide Athero-
sklerosemodelle kurz beschrieben und die Präferenz für das LDL-Rezeptor-/- Modells 
diskutiert. 
Apolipoprotein E dient als Ligand für die Rezeptor-vermittelte zelluläre Cholesterinauf-
nahme [383-384]. Das Fehlen des ApoE resultiert in einer schweren Hyper-
cholesterinämie (GC: 350 mg/dl) [384], gekennzeichnet duch die drastische Erhöhung 
des VLDL- und eine Reduktion des HDL-Cholesterinspiegels, die wiederum die sponta-
ne Ausbildung atherosklerotischer Veränderungen bedingt [385-386]. Ein Defizit des 
ApoE-/- Mausmodells besteht im VLDL-dominierten Lipoproteinprofil, welches sich vom 
humanen Lipoproteinprofil, mit überwiegender Präsenz von LDL-Partikeln, unterschei-
det [383].  
LDL-Rezeptor-/- Mäuse stellen ein Modell der familiären Hypercholesterinämie dar und 
weisen infolge des Rezeptor-Mangels moderat erhöhte Cholesterinwerte (250 mg/dl) 
auf. Das Lipoproteinprofil dieses Mausmodells ist ähnlich dem humanen Lipoprotein-
Verteilungsmuster [384, 387]. Die Gabe einer fett- und cholesterinreichen Diät führt in 
Abhängigkeit vom Cholesteringehalt (0,15-1,25 %) und Fütterungszeitraum zu einem 
drastischen Anstieg des Cholesterinspiegels (700-1500 mg/dl) und forciert die Athero-
skleroseentstehung [374, 388]. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde ein GC 
von 250-300 mg/dl basal und von 780-1370 mg/dl nach 16 Wochen HFD (0,2 % Cho-
lesterin, 21,2 % Fett) erzielt (Abbildung 28 und Abbildung 39), was mit den Angaben in 
der Literatur vergleichbar ist. LDL-Rezeptor-/- Mäuse entwickeln morphologisch dem 
Menschen ähnliche Plaques, die sich in ihrer Verteilung zeitabhängig von proximal (Aor-
tenklappe, Aortenbogen) nach distal über die gesamte Aortenlänge erstrecken [371, 
383, 388-390]. Das Ausmaß der Atherosklerose liegt nach drei Monaten HFD (0,5-1 % 
Cholesterin) ungefähr bei 7-8,5 % [371-372]. Die Quantifizierungen der hier durchge-
führten Atheroskleroseversuche erbrachten ein Ausmaß der Atherosklerose von 3-7 % 
(Abbildung 29 und Abbildung 42). Als Ursache dieser im Vergleich zur Literatur vermin-
derten Plaquebildung könnte der geringere Cholesteringehalt der eingesetzten HFD 
(0,2 % Cholesterin) in Frage kommen. Auf einen höheren Cholesteringehalt der Diät 
wurde jedoch wegen der Vermeidung unerwünschter hepatotoxischer Effekte verzichtet 
[372]. 
Das LDL-Rezeptor-/- Mausmodell wurde für diese Arbeit ausgewählt, weil es neben der 




induzierte Adipositas und Insulinresistenz gewährleistet. Die Gabe einer Diät mit einem 
Fettgehalt > 20 % führt bei LDL-Rezeptor-/- Mäusen zur Ausbildung von Adipositas, 
Hypertriglyzerid-, Hyperinsulin- und Hyperglykämie [374, 390-391]. ApoE-/- Mäuse ent-
wickeln hingegen unter Gabe einer HFD weder eine Adipositas noch eine Insulin-
resistenz [391-393]. In Hinblick auf die noch unzureichend geklärte Wirkung des GLP-1 
(9-37) auf das Körpergewicht und dessen Effekte im Glukosemetabolismus wurde das 
LDL-Rezeptor-/- Mausmodell zur Charakterisierung verschiedener Komponenten des 
MetS dem ApoE-/-  Modell vorgezogen. 
Trotz etablierter Stellung beider Mausmodelle in der Atherosklerosforschung ist eine 
uneingeschränkte Übertragung der erzielten Ergebnisse auf den Menschen nicht mög-
lich. Es bestehen Unterschiede im Schweregrad der Hypercholesterinämie, vor allem 
unter Gabe einer HFD, und in der Lokalisation atherosklerotischer Plaques, welche 
beim Menschen überwiegend in den Koronargefäßen und bei der Maus vordergründig 
in der Aorta vorzufinden sind. Ferner ist die murine Atherosklerose nicht mit peripherer 
arterieller Verschlusskrankheit, kardialer Dysfunktion und Myokardinfarkt assoziiert. Das 
finale Stadium der Atherosklerose, die Plaque-Ruptur, wird im Mausmodell nur sehr sel-
ten beobachtet [383]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war jedoch das Ausmaß der 
Atherosklerose der Endpunkt der Studie, so dass diese Aspekte vernachlässigbar wa-
ren. 
chronisches Inflammationsmodell 
Zentrale Adipositas, Dyslipidämie, Hypertonie als auch Insulinresistenz und T2D  gelten 
als Risikofaktoren für die Ausbildung einer NASH, deren Krankheitsbild durch Steatose, 
lobuläre Inflammation und progressive perizelluläre Fibrose gekennzeichnet ist [76-77, 
394]. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es kein Tiermodell, weder genetisch noch Diät-
vermittelt, dass die exakte Abbildung der humanen NASH und damit die gleichzeitige 
Induktion von Insulinresistenz und Steatohepatitis gewährleistet. Die Mehrheit der Tier-
modelle, die eine Insulinresistenz infolge von Defekten in der Leptin- oder Adiponectin-
Signalkaskade aufweist, entwickelt weder eine Steatohepatitis noch fibrotische Verän-
derungen [351]. Demnach wurde zur gezielten Untersuchung der anti-inflamma-
torischen Effekte des GLP-1 Systems in der vorliegenden Arbeit ein Diät-induziertes 
NASH-Modell mit lipotoxisch induzierter Inflammation und Fibrose gewählt. Der Einsatz 
eines Knockout-Modells mit Ausbildung einer Steatohepatitis, wie Acyl-Coenzym A 




Mäuse (MAT1A), kam aufgrund der hohen Kosten für Anschaffung und Haltung für die-
sen Pilot-Versuch nicht in Betracht. Zudem fehlt bei diesen Knockout-Modellen die Aus-
bildung  eines Steatose-Stadiums im Vorfeld der Steatohepatitis [351]. 
Das verwendete klassische Methionin-Cholin-defiziente Diätmodell führt zur Störung der 
hepatischen β-Oxidation und VLDL-Synthese sowie zu einer Verminderung der 
antioxidativen Kapazität der Leber. Eine Akkumulation von TG in der Leber und 
oxidativer Stress sind die Folge [74, 351]. Erwiesenermaßen resultiert die Fütterung der 
MCD-Diät bei Nagern in einem Gewichtsverlust von bis zu 40 % sowie einem Abfall der 
Cholesterin- und Triglyzeridspiegel im Serum [351, 395]. Die Daten der vorliegenden 
Arbeit zeigen im Mittel einen Gewichtsverlust der Wildtypmäuse von 29 % sowie einen 
Abfall der Spiegel an GC um 51 % und der TG um 32 % nach vier Wochen Diätinter-
vention (Abbildung 20, Tabelle 30 und Abbildung 21). Als Nachteil des MCD-Modells ist 
die im Vergleich zur humanen NASH nicht induzierte periphere Insulinresistenz zu nen-
nen. Trotz dieser Limitation ist das MCD-Diätmodell ein etabliertes NASH-Modell, dass 
eine Untersuchung therapeutischer Interventionen auf hepatische Inflammation und 
Fibrose erlaubt [351]. 
 
3 EFFEKTE DER DPP4-INHIBITION 
Die Effekte einer chronischen Behandlung mit dem Vildagliptin-Analog PKF275-055 
wurden in LDL-Rezeptor-/- Mäusen auf  HFD untersucht. Den Erwartungen entspre-
chend führte die Hemmung der DPP4-Aktivität zu einer Verbesserung des Glukose-
metabolismus, bei jedoch unverändertem Körpergewicht, Leberfettgehalt und Serum-
lipidspiegeln. Darüber hinausgehend ließ sich über die Intervention weder eine inflam-
mationsmodulierende Wirkung noch eine Veränderung im Ausmaß atherosklerotischer 
Plaques nachweisen. 
Der DPP4-Inhibitor PKF275-055 weist eine dem Vildagliptin vergleichbare Selektivität 
und Pharmakodynamik auf [274]. Demzufolge wurde die Dosierung des PKF275-055 in 
Anlehnung an die von Ahren et al. (2005 und 2007) im Mausmodell eingesetzte und 
funktionell wirksame Dosis des Vildagliptin von 0,3 mg/ml Trinkwasser übernommen 
[285, 287]. Die Wirksamkeit der Interventionsdosis wurde anhand einer DPP4-Aktivitäts-
messung belegt. Während für die Kontrollgruppe ein Anstieg der DPP4-Aktivität nach 




wies die Interventionsgruppe eine effektive Inhibition der DPP4-Aktivität auf (Abbildung 
26). Die Zunahme der DPP4-Aktivität in der Kontrollgruppe lässt sich über den Anstieg 
des Körpergewichts und oder die steigende Hyperglykämie erklären [242-243]. 
 
3.1 PKF275-055 verbessert den Glukosemetabolismus 
Klinische Studien beschreiben für DPP4-Inhibitoren gewichtsneutrale Effekte [296], die 
sich anhand von in vivo Studien mit Modellen für Diät-induzierte Adipositas und den hier 
vorliegenden Daten bestätigen lassen [286, 396-398]. Es ist umfassend belegt, dass die 
anti-diabetische Wirkung der DPP4-Inhibitoren über eine Stabilisierung der aktiven 
GLP-1 und GIP Serumspiegel und die darüber vermittelte verstärkte Glukose-abhän-
gige Insulinsekretion realisiert wird. In DIRKO-Mäusen (double incretin receptor knock-
out), die einen Knockout für beide Inkretin Rezeptoren aufweisen, lassen sich keine 
glukoregulatorischen Effekte durch DPP4-Inhibition nachweisen [272, 396]. In Überein-
stimmung mit anderen Tiermodell-Studien konnte in dieser Arbeit über die Hemmung 
der DPP4-Aktivität ein Diät-vermittelter Anstieg der Nüchternglukose [286, 399] verhin-
dert und gleichzeitig eine Verbesserung der Glukosetoleranz erzielt werden [286, 396, 
398-401]. Jedoch wurde in diesem Zusammenhang keine veränderte hepatische Ex-
pression der Schlüsselenzyme der Glukoneogenese (PEPCK und G6P) festgestellt 
(Abbildung 26). Ebenso zeigt sich bei DPP4-defizienten Ratten eine basal erniedrigte 
hepatische Glukoseproduktion bei unveränderter Expression von PEPCK und G6P 
[402]. Es ist bekannt, dass eine vorliegende Insulinresistenz mit einer erhöhten endo-
genen Glukoseproduktion resultierend aus gesteigerter Glukoneogenese und Glyko-
genolyse einhergeht [22, 28]. Samuel et al. (2009) zeigten jedoch in zwei Tiermodellen 
als auch bei Typ 2 Diabetikern, dass erhöhte Nüchtenglukosespiegel und eine gestei-
gerte endogene Glukoseproduktion nicht mit einer Modifikation der hepatischen mRNA-
Expression von PEPCK und G6P assoziiert sind [403]. Eventuell ist die Analyse der Ex-
pressionsraten beider Enzyme als Beleg für eine veränderte Glukoseproduktion dem-
nach ungeeignet. Trotz tendenziell verbessertem HOMA-IR führte die PKF275-055-
Intervention weder zu einer Modifikation der hepatischen noch der peripheren Insulin-
sensitivität, die anhand der Phosphorylierung der Proteinkinase B ermittelt wurden 
(Abbildung 26 und Abbildung 27). Andere Studien konnten ebenfalls keine Verbesse-




399-400]. Eine mögliche Verbesserung der Insulinsensitivität, die zum Teil unter GLP-1 
Rezeptor-Agonisten beobachtet wird [404-405], könnte unter DPP4-Inhibition durch die 
gleichzeitige Erhöhung der endogenen GIP Spiegel maskiert werden. Diese Hypothese 
stützt sich auf die widerstreitenden Eigenschaften des GIP im Glukosemetabolismus. 
Während GIP einerseits die Insulinsekretion stimuliert, induziert es andererseits eine 
Insulinresistenz. Entsprechend weisen GIP-Rezeptor Knockout-Mäuse eine erhöhte In-
sulinsensitivität auf, die auch über eine pharmakologische Anatgonisierung am Rezep-
tor erreicht wird [405-408], während die Gabe eines GIP Rezeptor-Agonisten eine Insu-
linresistenz bewirkt [400]. Es besteht nun die begründete Annahme, dass die Normali-
sierung der Nüchternglukose als auch die Verbesserung der Glukosetoleranz unter 
PKF275-055-Behandlung in erster Linie auf eine verbesserte Insulinsekretion der β-
Zelle und nicht auf eine Veränderung der Insulinwirkung zurückzuführen ist. Um dies 
jedoch abschließend und gesichert beurteilen zu können, wäre die Durchführung eines 
hyperinsulinämisch-euglykämischen Clamps, als Goldstandard zur Bestimmung der In-
sulinwirkung, in einem vergleichbaren Versuch notwendig. 
 
3.2 PKF275-055 bewirkt keinen Unterschied im Lipidprofil 
Die 18wöchige Intervention der LDL-Rezeptor-/- Mäuse mit PKF275-055 bewirkte weder 
eine Modifikation der TG-, GC- und HDL-Cholesterin-Spiegel noch der Lipoprotein-
verteilung. Im Kontrast dazu stehen Daten aus diabetischen Tiermodellen und solchen 
mit genetisch bedingter als auch Diät-induzierter Adipositas in denen eine DPP4-
Inhibition mit einer Triglyzeridsenkung [286, 291, 396, 409-412] und zum Teil eine Re-
duktion des GC einherging [396, 410-411]. Klinisch werden unter DPP4-Inhibition eine 
Absenkung des Gesamtcholesterins [293] und insbesondere eine Verbesserung des 
postprandialen Triglyzeridmetabolismus beschrieben [292, 413]. Erklärt wird der Effekt 
auf die postprandialen TG über eine GLP-1 vermittelte Reduktion des intestinalen 
Lymphflusses, der TG-Absorption sowie der ApoB Sekretion [414-415]. GIP hingegen 
führt zu einer Verschlechterung des postprandialen Triglyzeridmetabolismus [415]. 
Im Rahmen der viszeralen Adipositas und peripherer Insulinresistenz sind erhöhte 
Spiegel an freien Fettsäuren zu verzeichnen, die ihrerseits eine erhöhte VLDL-
Produktion und Leberverfettung hervorrufen, toxisch auf die β-Zelle wirken (Lipo-




such durch die PKF275-055-Gabe keine Effekte auf die freien Fettsäuren und den he-
patischen Triglyzeridgehalt festgestellt werden (Tabelle 32). Dieses Ergebnis liegt in 
Übereinstimmung mit den in beiden Gruppen vergleichbaren Triglyzeridspiegeln und 
der identischen Insulinsensitivität. In anderen Tiermodellen ließen sich positive Effekte 
der DPP4-Inhibition auf die freien Fettsäurespiegel [286, 409-411] und den hepatischen 
Triglyzeridgehalt nachweisen [286, 401, 416] Die Diskrepanzen zwischen den hier vor-
liegenden Ergebnissen und weiteren Studien hinsichtlich Lipidprofil lassen sich vermut-
lich auf Spezies- sowie Tiermodellunterschiede (ZDF-Ratte, ob/ob-Maus, HFD-Strepto-
zotocin-Maus, Streptozotocin-Maus oder -Ratte, HFD-Maus) als auch auf die Dosis des 
jeweils eingesetzten DPP4-Inhibitors zurückführen. Ferner verweisen aktuelle Daten auf 
eine durch den Knockout der DPP4 erhöhte Anfälligkeit zur Ausbildung einer Dyslipo-
proteinämie [417-418]. Es wird dabei gezeigt, dass die DPP4 über die Regulation von 
CYP51 (Cytochrom P450, Familie 51), SC4MOL (Sterol-C4-methyl Oxidase-like) und 
HSD17B2 (Hydroxysteroid-17beta-Dehydrogenase 2) in die Cholesterin- und Steroid-
biosynthese involviert ist. Die unter DPP4-Inhibition stabilisierten Spiegel des aktiven 
GIP könnten ebenfalls eine Erklärung liefern. McClean et al. (2007) erzielten über die 
Antagonierung des GIP-Rezeptors eine Reduktion der GC- und TG-Spiegel sowie eine 
verminderte Akkumulation von TG in Leber und Muskulatur [419]. Infolge der geringen 
Substratspezifität der DPP4 ist es ebenso möglich, dass positive als auch negative Ein-
zeleffekte der stabilisierten Hormone in Summe als neutrale Wirkung der DPP4-Inhibi-
tion zu beobachten sind. 
 
3.3 PKF275-055 hat keinen Effekt auf Inflammation und Atherosklerose 
Im Rahmen des MetS ist die Expression des Adipokin Adiponectin, welches anti-
diabetische, anti-inflammatorische sowie anti-atherogene Eigenschaften aufweist, ver-
mindert [420]. Die vorliegende Studie belegt einen fehlenden Einfluss der PKF275-055 
Intervention auf die Adiponectinspiegel der LDL-Rezeptor-/- Mäuse (Tabelle 32). Daten 
anderer Studien zeigen widersprüchliche Ergebnisse zum Effekt einer DPP4-Inhibition 
auf die Serumspiegel des Adiponectin [401, 412]. Als weitere Adipokine wurden TNF-α 
und MCP-1 untersucht. So induziert die Gabe einer fett- und cholesterinreichen Diät 
neben einer hepatischen Steatose inflammatorische Prozesse mit erhöhter hepatischer 




einer Insulinresistenz beitragen [351, 421]. Ferner weisen TNF-α und MCP-1 ein hohes 
atherogenes Profil auf. Es wurde gezeigt, dass TNF-α- als auch MCP-1-defiziente Mäu-
se weniger Atherosklerose entwickeln, wohingegen deren verstärkte Expression die 
Ausbildung atherosklerotischer Läsionen forciert [422-425]. Im dargestellten Tiermodell 
konnte unter der Behandlung mit PKF275-055 für beide Inflammationsparameter weder 
eine Veränderung der mRNA Expressionsrate in der Leber noch in der A. carotis fest-
gestellt werden (Abbildung 30 und Abbildung 31). Für den DPP4-Inhibitor Sitagliptin 
werden hingegen in der Literatur anti-inflammatorische Effekte im Tiermodell beschrie-
ben. Unter Sitagliptinbehandlung wurde eine Reduktion des TNF-α Serumspiegels [401] 
als auch eine verminderte Expression von TNF-α und IL-6 im Fettgewebe bei Wildtyp-
mäusen mit Diät-induzierter Adipositas ermittelt [399]. Zudem belegen Matsubara et al. 
(2012) für Sitagliptin eine Supression der Expression von IL-6, IL-1β, TNF-α und MCP-1 
in der Aorta von ApoE-/- Mäusen [426]. Die Diskrepanz zwischen den in der Literatur 
aufgezeigten anti-inflammatorischen Effekten des Sitagliptin und der fehlenden Wirkung 
des PKF275-055 könnten auf die unterschiedlichen Substanzklassen als auch Tiermo-
delle zurückzuführen sein. Die unter GLP-1 Rezeptor-Agonisten in vitro beschriebenen 
anti-inflammatorischen Effekte [264-266, 427-428] müssen nicht zwingend beim Einsatz 
der Gliptine, begründet in deren Vielzahl an Substraten, zum Tragen kommen. So wer-
den Chemokine, wie SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) und RANTES durch die 
DPP4 inaktiviert beziehungsweise in antagonistische Metabolite konvertiert [136]. Eine 
Modulation inflammatorischer und immunologischer Prozesse unter Hemmung der 
DPP4-Aktivität geht demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit über die Effekte des GLP-1 
hinaus. Zum jetzigen Zeitpunkt fehlt eine ausreichende Datenlage, um die Effekte der 
DPP4-Inhibitoren auf Inflammationsparameter abschließend beurteilen zu können. 
Die unter der Therapie des Vildagliptin-Analgog PKF275-055 erzielte Verbesserung des 
Glukosemetabolismus war mit keiner signifikanten Reduktion in der Ausbildung athero-
sklerotischer Läsionen verbunden (Abbildung 29). Dieses Ergebnis steht in Kontrast zu 
den zwei kürzlich veröffentlichten Studien von Ta et al. (2011) und Matsubara et al. 
(2012), die eine Verminderung der Atherosklerose unter Gliptinbehandlung in ApoE-/- 
Mäusen feststellten. Während Ta et al. (2011) nur unter gleichzeitiger Induktion eines 
Diabetes (Streptozotocin) diesen anti-atherogenen Effekt des Alogliptin nachweisen 
konnten, ermittelten Matsubara et al. (2012) unabhängig von einer diabetischen Stoff-




[426, 429]. Auch an diesem Zusammenhang könnten die divergenten Ergebnisse auf 
die verschiedenen Gliptine und Mausmodelle zurückzuführen sein. In wieweit das LDL-
Rezeptor-/- Mäusmodell in diesem Zusammenhang einen wichtigen Einfluss haben 
könnte, wird nachfolgend näher erörtert. 
Als Komponente des MetS stellt der Diabetes mellitus einen bedeutsamen kardiovasku-
lären Risikofaktor dar. Eine chronische Hyperglykämie geht mit der Bildung von AGEs 
einher, die über die Bindung an ihren Rezeptor RAGE (receptor of advanced 
glycosylation endproducts) entzündliche Prozesse der Gefäßwand induzieren und damit 
die Entstehung der Atherosklerose forcieren [88]. Die vorgestellte Studie lässt jedoch 
darauf schließen, dass die Diät-induzierte Hyperglykämie in LDL-Rezeptor-/- Mäusen ein 
geringeres atherogenes Risikopotential birgt als die bestehende Hyperlipidämie. Diese 
Beobachtung wird durch andere Daten gestützt, die darauf verweisen, dass die Pro-
gression der Atherosklerose in diesem Mausmodell wesentlich durch die Serum-
Cholesterinspiegel determiniert ist, ohne dass dieser Prozess durch Insulinresistenz 
und Hyperglykämie beeinflussbar erscheint [374, 390, 430-432]. Ebenso wurde klinisch 
gezeigt, dass eine intensivierte Therapie des T2D im Vergleich zur Standardtherapie 
über kurze bis mittelfristige Therapiezeiträume mit keiner Reduktion kardiovaskulärer 
Ereignisse assoziiert ist und demnach keinen oder lediglich einen geringen präventiven 
Effekt auf die Entstehung atherosklerotischer Läsionen zu haben scheint [433-434]. Da-
hingegen vermindert eine langfristige intensivierte Therapie mit guter Blutzuckereinstel-
lung das Myokardinfarktrisiko [435]. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass 
die Langzeittherapie mit DPP4-Inhibitoren über eine Verbesserung des Glukose-
metabolismus oder darüber hinaus vasoprotektiv wirksam ist. In einer Metaanalyse kli-
nischer Studien zeichnete sich bereits ein vermindertes Risiko für kardiovaskuläre Er-
eignisse unter der Therapie mit Gliptinen ab, jedoch mit fehlender statistischer Sicher-
heit [296]. Zur finalen Beurteilung der kardiovaskulären Wirkung und Sicherheit der 
DPP4-Inhibitoren bleiben die Ergebnisse prospektiver klinischer Studien mit Langzeit-
Follow-up abzuwarten. 
 
3.4 Limitationen der Studie 
Die Limitationen des Versuches zur Untersuchung der Effekte einer DPP4-Inhibitor Be-




nachfolgenden Punkten. Es wurden keine Serumspiegel des aktiven GLP-1 und GIP 
erfasst. Von einer Messung der Inkretine wurde abgesehen, weil die Wirksamkeit des 
PKF275-055 direkt über die DPP4-Aktivität als auch indirekt über die Bestimmung der 
Nüchternglukose sowie Glukostoleranz erfasst werden konnte. In der Literatur werden 
die Unterschiede in der Wirksamkeit der GLP-1 Rezeptor-Agonisten und der DPP4-
Inhibitoren vielfach über den Unterschied in den erzielten Serumspiegeln und der sich 
daraus ergebenden Rezeptoraktivierung begründet [123]. Die im Vergleich zu den 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten ausbleibenden Effekte auf den Lipidstoffwechsel und Inflam-
mationsparameter könnte ebenso auf die Divergenz zwischen pharmakologischer und 
physiologischer Regulation zurückzuführen sein. Zudem wurde in der Studie lediglich 
einmalig das Nüchterninsulin für die Berechnung des HOMA-IR in den LDL-Rezeptor-/- 
Mäusen erfasst. Die Bestimmung von basalen und postprandialen Insulin- sowie 
Glukagonspiegeln wurde nicht durchgeführt, da die Effekte der DPP4-Inhibitoren und 
der Inkretine auf die Gukosehomöostase bereits umfangreich untersucht und beschrie-
ben wurden. Der Schwerpunkt der Studie lag in der Erfassung der Effekte des PKF275-
055 auf Lipidmetabolismus, Inflammation und Atherosklerose, bei gleichzeitiger Testung 
der Glukosetoleranz zur Prüfung der anti-diabetischen Wirksamkeit des Gliptins. 
 
4 EFFEKTE DES GLP-1 SYSTEMS 
4.1 Klonierung und Expressionslevel 
Zur AAV-vermittelten Überexpression des aktiven und metabolisierten GLP-1 erfolgte 
die Modifikation der Transgene in Anlehnung an die Klonierungsstrategie von Parsons 
et al. (2007) [343]. Die Sequenzen des GLP-1, kodierend für die Aminosäuren 7-37 und 
9-37, wurden aus humaner Glukagon cDNA mittels PCR generiert. Gemäß anderen 
Studien mit Fragestellungen zu GLP-1 als Gentherapie im Tiermodell [343, 360-361, 
436-438], wurde die zweite aktive Form des GLP-1 (7-37), welche die gleiche biologi-
sche Aktivität wie GLP-1 (7-36amid) aufweist [118, 147], ausgewählt. Zur Erzielung ei-
ner effizienten Sekretion wurden die Sequenzen des GLP-1 (7-37) und (9-37) mit der 
Signalsequenz der sekretierten alkalischen Phosphatase, welche die Einschleusung in 
den sekretorischen Pathway gewährleistet, fusioniert [343]. Posttranslational erfolgt die 
Abtrennung des Signalpeptid über ubiquitär vorkommende Signalpeptidasen, so dass 




Rezeptor-Bindungsdomäne darstellen [438], N-terminal freiliegend sind. In vitro wurde 
die Funktionalität der Klonierung und die Sekretion des GLP-1 durch eine Transfektion 
in HEK-293-Zellen geprüft und anhand guter Expressionslevel von 800 pM (Abbildung 
17) im Medium bestätigt. Die Bedeutsamkeit des Signalpeptids verdeutlicht sich anhand 
der Studien von Lee et al. (2006 und 2008). Diese zeigen, dass eine Transfektion von 
HEK-293-Zellen mit aktiven GLP-1 Konstrukten ohne Signalsequenz in einem Expres-
sionsniveau von 5-50 pM resultiert, währen die Fusionierung mit einer Signalsequenz 
dieses auf 350 pM steigert [361, 438]. 
Die in vivo im Serum nachweisbaren Transgenspiegel sind das Ergebnis aus viraler 
Überexpression und der Signalpeptid-vermittelten Sekretion. Es wurden zum Teil Se-
rumspiegel (Gesamt-GLP-1) erreicht, die die beim Menschen physiologisch vorkom-
menden übersteigen, aber dennoch unter den pharmakologisch erzielten Spiegeln von 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten liegen [252, 439]. So wurden nach 20wöchiger AAV-
vermittelter Transgen-Überexpression in den LDL-Rezeptor-/- Mäusen signifikant erhöh-
te GLP-1 Serumspiegel von durchschnittlich 244 pM (7-37) und 409 pM (9-37) bis ma-
ximal 700 pM erzielt (Abbildung 32). Parsons et al. (2007) erlangten mittels adeno-
viralem Gentransfer nach sechs Wochen in verschiedenen Mausstämmen eine mittlere 
Überexpression des aktiven GLP-1 von 300 pM bis > 1000 pM [343]. Im Vergleich hier-
zu führt eine Therapie mit dem GLP-1 Rezeptor-Agonisten Liraglutide beim Menschen 
zu Serumspiegeln von 4000 pM bis 8000 pM [252, 439]. Entsprechend bewegt sich die 
hier erzielte Transgen-Überexpression in einem moderaten pharmakologischen Be-
reich. In den Wildtypmäusen (NASH-Tiermodell) wurden nach vier Wochen post-
Vektorinjektion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöhte GLP-1 Serumspiegel 
von durchschnittlich 27 pM (7-37) und 15 pM (9-37) ermittelt (Abbildung 19). Studien 
von Oh et al. (2003) und Lee et al. (2008) zeigen, dass bereits Serumkonzentrationen 
von 10-25 pM des aktiven GLP-1 im Tiermodell funktionell wirksam sind [361, 436]. Der 
deutliche Abfall der GLP-1 Serumspiegel nach Umstellung der Tiere auf MCD-Diät 
könnte auf einen hepatischen Sekretionsdefekt bei fortschreitender Steatohepatitis zu-
rückzuführen sein. Für das Inflammationsmodell wurde der TBG-Promotor dem CMV-
Promotor vorgezogen, um die lokale hepatische Dichte des GLP-1 (7-37) und (9-37) zu 
erhöhen. Die bestehenden Unterschiede im Expressionslevel zwischen beiden Tiermo-
dellen sind erstens auf die unterschiedliche Stärke der verwendeten Promotoren, zwei-




mutlich auf unterschiedliche Transduktionseffizienzen in Abhängigkeit vom Tierstamm 
zurückzuführen.  
In beiden Tiermodellen wurden die Blutproben der GLP-1 (7-37)-Gruppe bei der Gewin-
nung mit dem DPP4-Inhibitor Diprotin A versetzt. Demnach kann davon ausgegangen 
werden, dass die ermittelten Gesamt-GLP-1 Spiegel in diesen Gruppen das aktive 
GLP-1 repräsentieren. 
 
4.2 Expression des GLP-1 Rezeptors 
In den LDL-Rezeptor-/- Mäusen wurde die hepatische Expression des GLP-1 Rezeptors, 
die von anderen Autoren kontrovers diskutiert wird [440-441], nachgewiesen (Abbildung 
40). Eine tendenzielle Runterregulation des Rezeptors unter Überexpression des akti-
ven GLP-1 war dabei zu verzeichnen. In vitro Studien haben gezeigt, dass infolge chro-
nischer Exposition mit GLP-1 Rezeptor-Agonisten eine Densensitivierung des Rezep-
tors zu verzeichnen ist, die jedoch in vivo zu keiner Beeinträchtigung der gluko-
regulatorischen Funktion führt [442-443]. Zudem fanden Fehmann et al. (1996) in den 
β-Zellen eine GLP-1 induzierte konzentrations- und zeitabhängige Runterregulation der 
GLP-1 Rezeptor mRNA Spiegel [444]. Die Tatsache, dass der bekannte (pankreatische) 
GLP-1 Rezeptor eine 100fach geringere Affinität für das metabolisierte GLP-1 im Ver-
gleich zum aktiven GLP-1 aufweist [142], lässt Vermutungen über das Bestehen eines 
weiteren bisher noch nicht identifizierten Rezeptors aufkommen [216, 219, 441]. Im wei-
teren Verlauf der Arbeit wird die Thematik der Rezeptorhypothese noch genauer im ge-
samten Zusammenhang der Ergebnisse diskutiert.  
 
4.3 GLP-1 (7-37) hat keinen Effekt auf das Körpergewicht, während GLP-1 
(9-37) eine Gewichtszunahme in Wildtypmäusen bewirkt 
Die Überexpression des aktiven GLP-1 führte weder während einer 4wöchigen Normal-
diät in den Wildtyp- als auch LDL-Rezeptor-/- Mäusen noch unter der HFD induzierten 
Gewichtszunahme des LDL-Rezeptor-defizienten Stammes zu einer Modifikation des 
Körpergewichtes. Stattdessen wurde eine Gewichtszunahme durch die Überexpression 
des GLP-1 (9-37) in den Wildtypmäusen beobachtet, die sich jedoch im LDL-Rezeptor-/- 




nische Studien zeigen eine Körpergewichtsreduktion bei Patienten mit T2D unter einer 
Behandlung mit GLP-1 Rezeptor-Agonisten, die aus einer verminderten Nahrungsauf-
nahme resultiert [268, 445]. In diabetischen Tiermodellen und solchen mit genetisch 
bedingter als auch Diät-induzierter Adipositas wird eine verminderte Gewichtszunahme 
infolge der Administration als auch Überexpression von GLP-1 Rezeptor-Agonisten be-
stätigt [204-205, 361, 446-447]. Einige wenige Studien können den Effekt der GLP-1 
Rezeptor-Agonisten auf das Körpergewicht nicht reproduzieren [264, 405]. Der Spezi-
esunterschied zwischen den zitierten diabetischen Tiermodellen und dem hier einge-
setzten LDL-Rezeptor-/- Modell mit Diät-induzierter Adipositas könnte das Fehlen einer 
Gewichsreduktion unter GLP-1 (7-37) erklären. Daten zur Diskussion des Körperge-
wichtes unter dem Einfluss des metabolisierten GLP-1 liegen bisher nicht vor.  
 
4.4 GLP-1 (7-37) verbessert die Glukosetoleranz in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten zeichnen sich in der Therapie des T2D durch eine Absen-
kung der Nüchtern- und postprandialen Blutglukosespiegel aus [192, 249]. In den LDL-
Rezeptor-/- Mäusen konnte mittels Überexpression des aktiven GLP-1 sowohl eine mil-
de nicht statistisch gesicherte Reduktion der Nüchternglukose als auch eine signifikante 
Verbesserung der Glukosetoleranz gegenüber den Kontrolltieren erzielt werden. Die 
Gruppe mit überexprimiertem GLP-1 (9-37) wies im Vergleich zur GLP-1 (7-37)-Gruppe 
eine schlechtere Nüchternglukose und Glukosetoleranz auf. Jedoch sind beide Parame-
ter zwischen der GLP-1 (9-37)-Gruppe und der Kontrollgruppe ohne statistisch gesi-
cherten Unterschied (Abbildung 34, Abbildung 35 und Abbildung 37). Es ergab sich kein 
Anhalt für eine erhöhte Hypoglykämie-Gefahr infolge der kontinuierlichen GLP-1 (7-37) 
Produktion. Dies ist in Übereinstimmung mit dem geringen Hypoglykämie-Risiko der 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten und gründet sich auf die Glukose-abhängige Wirkung des 
Inkretins. Eine langfristige Gabe von GLP-1 Rezeptor-Agonisten ist im Tiermodell als 
auch in klinischen Studien mit einer Verbesserung der Insulinsensitivität assoziiert [246, 
404, 448]. Damit übereinstimmend konnte in der vorliegenden Arbeit im Muskelgewebe 
der GLP-1 (7-37) transfizierten Tiere eine verstärkte Aktivierung der Proteinkinase B 
nachgewiesen werden (Abbildung A 4). Diese lässt sich jedoch nicht in Leber und Fett-
gewebe bestätigen (Abbildung 38 und Abbildung A 4) und war mit keiner Verbesserung 




(Abbildung 36). Entsprechend ist von einer überwiegend β-zellspezifischen Verbesse-
rung des Glukosemetabolismus durch das aktive GLP-1 auszugehen. Die Überexpres-
sion des GLP-1 (9-37) führte zu einer moderaten, nicht signifikanten Verminderung der 
Insulinsensitivität im ITT (Abbildung 36). Es ließ sich zudem eine nicht signifikante Re-
duktion der Insulin-stimulierten Phosphorylierung der Proteinkinase B in der Leber der 
GLP-1 (9-37) transfizierten Tiere nachweisen (Abbildung 38). Eine Modifikation der 
Phosphorylierung der Proteinkinase B im Fettgewebe und in der Muskulatur konnte für 
diese Gruppe nicht festgestellt werden (Abbildung A 4). Die beim T2D vorliegende Insu-
linresistenz ist maßgeblich durch die Störung des Insulin-vermittelten zellulären 
Glukosetransportes gekennzeichnet. Als essentieller Bestandteil der Insulin-Signal-
kaskade ist die Aktivierung der Proteinkinase B in Muskulatur und Fettgewebe für den 
Glukosetransport notwendig [449-450]. Darüber hinausgehend ist deren Insulin-
abhängige Aktivierung für die hepatische Glykogensynthese sowie die Hemmung der 
Glukoneogenese von Bedeutung [451-453].  
Eine Induktion der Insulinresistenz durch das metabolisierte GLP-1 (9-37) deutet sich in 
dieser Arbeit an, ohne dass eine statistische Signifikanz erreicht wurde. In der Literatur 
wurde zunächst für das GLP-1 (9-36amid) eine schwache antagonistische Wirkung am 
GLP-1 Rezeptor beschrieben [142, 454]. Inwieweit die beobachtete tendenzielle Ver-
schlechterung des Glukosemeabolismus durch das überexprimierte GLP-1 (9-37) über 
diesen Mechanismus vermittelt wird, bleibt an dieser Stelle unbeantwortet. Zunehmend 
häufen sich Daten, die dem metabolisierten GLP-1 eigenständige oder dem aktiven 
GLP-1 (7-37amid) vergleichbare Wirkungen zuschreiben, welche unabhängig vom be-
kannten GLP-1 Rezeptor über einen bisher nicht identifizierten Rezeptor vermittelt wer-
den [183, 215-216, 219, 227, 230]. Zu den glukoregulatorischen Eigenschaften des 
metabolisierten GLP-1 wurden bisher widersprüchliche Ergebnisse publiziert. Verschie-
dene Autoren stellten durch die Gabe von GLP-1 (9-37amid) eine Insulin-unabhängige 
Senkung postprandialer Glukosespiegel sowie eine Inhibition der hepatischen Gluko-
neogenese bei Mensch und Schwein fest [183, 215-216]. In anderen Studien konnten 
diese Effekte beim Menschen trotz vergleichbar supraphysiologischer Spiegel 
(> 100 pM) an GLP-1 (9-36amid) nicht bestätigt werden [143-144]. Ebenso fehlt der 
Nachweis einer glukoregulatorischen Wirkung des metabolisierten Inkretin in Wildtyp-, 




Zum jetzigen Zeitpunkt steht die vollständige Charakterisierung der Funktion des GLP-1 
(9-36amid und 9-37) auf den Glukosestoffwechsel im gesunden Organismus als auch 
unter einer diabetischen Stoffwechsellage noch aus. Zur Beantwortung der Frage, ob 
metabolisiertes GLP-1 eine Insulinresistenz induziert, könnte der Versuch mit gleicher 
Methodik (AAV) in db/db Mäusen wiederholt werden. 
 
4.5 Aktives und metabolisiertes GLP-1 bewirken eine Diät-abhängige diver-
gente Modulation des Lipidprofils 
In Langzeitstudien (sechs Monate bis drei Jahre) erbrachte die Behandlung mit 
Exenatide eine Verbesserung der diabetischen Dyslipidämie, erfasst über die Erhöhung 
des HDL-C bei gleichzeitiger Verminderung der TG und des GC [256, 262-263]. Diese 
Effekte ließen sich in der vorliegenden Arbeit ausnahmslos im LDL-Rezeptor-/- Maus-
modell unter Normaldiät durch die AAV-vermittelte Überexpression des aktiven GLP-1 
bestätigen. Im gleichen Maße wurde eine Reduktion des GC und der TG sowie eine 
ebenfalls tendenzielle Erhöhung des HDL-C unter GLP-1 (9-37) erzielt (Abbildung 39). 
Die Erhöhung der HDL-Cholesterinspiegel bestätigte sich weiterhin durch beide GLP-1 
Varianten in den Wildtypmäusen auf Normaldiät (Abbildung 21). Die vergleichbare Wir-
kung des aktiven und metabolisierten GLP-1 auf das Lipidprofil unter Normaldiät lässt 
auf eine direkte Modulation, welche unabhängig vom GLP-1 Rezeptor und dem 
Glukosemetabolismus erfolgt, schließen. Während in klinischen Studien die durch 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten induzierte Veränderung des Lipidprofils (Anstieg HDL-C, 
Reduktion TG) mit einer Körpergewichtsreduktion assoziiert ist [262], konnte die lipid-
modulierende Wirkung in den dargestellten Versuchen unabhängig vom Körpergewicht 
nachgewiesen werden. Ebenso fanden Arakawa et al. (2010) und Irwin et al. (2009) im 
Tiermodell eine Gewichts-unabhängige HDL-C Erhöhung nach 1monatiger Gabe von 
GLP-1 Rezeptor-Agonisten [264, 405]. Erstaunlicherweise verlor sich in den Versuchen 
dieser Arbeit mit dem Diätwechsel auf MCD-Diät oder HFD die atheroprotektive Modu-
lation des Lipidprofils durch GLP-1. Unter der MCD-Diät trat ein Abfall der Cholesterin- 
und Triglyzeridspiegel auf, welcher auf eine Störung der VLDL-Synthese zurückzufüh-
ren ist. Infolge dieser Extremsituation konnten keine Effekte des GLP-1 und somit keine 
Unterschiede mehr zwischen den Gruppen festgestellt werden. In ähnlicher Weise ließ 




GLP-1 (7-37)-Gruppe und der Kontrollgruppe in den LDL-Rezeptor-/- Mäusen mehr 
nachweisen. Stattdessen führte das metabolisierte GLP-1 in der HFD-Phase der LDL-
Rezeptor-/- Mäuse zu einem signifikanten und kontinuierlichen Anstieg des GC und da-
mit der HDL-Spiegel. Die Ursache für diese paradoxe atherogene Wirkung des GLP-1 
(9-37) ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklärt, wird jedoch im Weiteren versucht her-
auszuarbeiten.  
Der GLP-1 Rezeptor-Agonist Exendin-4 verhindert im Tiermodell mit genetisch beding-
ter oder Diät-induzierter Adipositas als auch im diabetischen Tiermodell die Entstehung 
einer hepatischen Steatose [159, 205, 446]. Diese Beobachtungen stehen im Gegen-
satz zu den erzielten Ergebnissen dieser Arbeit, bei der sich im LDL-Rezeptor-/- Modell 
kein Unterschied im hepatischen Triglyzeridgehalt infolge der Überexpression der 
GLP-1 Varianten zeigen ließ. Hingegen wurde bei den Tieren mit Diät-induzierter NASH 
ein erhöhter Triglyzeridgehalt in der Leber unter GLP-1 (9-37) und mit fehlender statisti-
scher Sicherheit auch unter GLP-1 (7-37) konstatiert. Der Gehalt an hepatischem Cho-
lesterin wurde in beiden Modellen durch GLP-1 (7-37) tendenziell im Vergleich zur Kon-
trollgruppe und in den LDL-Rezeptor-/- Mäusen signifikant im Vergleich zur GLP-1 
(9-37)-Gruppe vermindert (Tabelle 31 und Tabelle 33). Aktuell liegen keine Vergleichs-
daten zu den Effekten des GLP-1 Systems im Rahmen einer MCD-Diät-induzierten 
NASH vor. Lediglich Trevaskis et al. (2012) beschreiben die Wirkungen eines GLP-1 
Rezeptor-Agonisten auf die Enstehung einer NASH in ob/ob-Mäusen auf HFD [456]. 
Jedoch ist ein Vergleich der Daten hinsichtlich Lipidstoffwechsel infolge der Diät-
bedingten Unterschiede (MCD versus HFD) in der Pathogenese der NASH nicht mög-
lich. 
Zur näheren Charakterisierung der Effekte beider GLP-1 Varianten im Lipidmeta-
bolismus wurden die hepatischen mRNA Expressionsraten von im Folgenden diskutier-
ten Genen untersucht.  
In beiden Tiermodellen konnte keine Modifikation in der mRNA Expression der Fasn in-
folge der Transgenexpressionen festgestellt werden (Abbildung 22 und Abbildung 40). 
Ebenso zeigte in den Wildtypmäusen die Quantifizierung des Srebf-1, welcher als 
Transkriptionsfaktor maßgeblich die Fettsäuresynthese stimuliert [457], keine signifikan-
ten Unterschiede (Abbildung 22). Das CD36, welches in Makrophagen die Aufnahme 
von oxLDL vermittelt [458], dient in der Leber sowohl der Aufnahme als auch dem 




Steatose übernimmt CD36, als LXR Zielgen, eine bedeutende Rolle [460-461]. In den 
LDL-Rezeptor-/- Mäusen erzielte die Überexpression des aktiven GLP-1 eine signifikan-
te Suppression des Fettsäuretransporters, die jedoch mit keiner Modifikation des 
Lebertriglyzeridgehaltes assoziiert war (Abbildung 40). Die beobachtete Erhöhung des 
hepatischen Triglyzeridgehaltes in den Wildtypmäusen lässt sich nicht über Modifikatio-
nen der Fasn oder CD36 noch LXR oder Srebf-1 erklären. 
Bei den ausgewählten Genen der Cholesterinbiosynthese (Hmgcr, Lss, Sqle) wurde ei-
ne signifikante Erhöhung der HMG-CoA-Reduktase Expression durch aktives GLP-1 im 
Vergleich zu GLP-1 (9-37) konstatiert. Die Transgene führten zu keiner signifikanten 
Modifikation von Genen der hepatischen Cholesterinaufnahme und -speicherung, wel-
che anhand der Expression der Lipoprotein-Rezeptoren Scarb-1 und Lrp1 sowie der 
Acat-2 ermittelt wurden. Das Lrp1 bindet ApoE-reiche Lipoprotein-Remnants. Darüber 
hinaus führt der Knockout des Proteins unabhängig vom Einfluss auf den Cholesterin-
spiegel zur Progression einer Atherosklerose [462]. Ein nicht signifikanter Abfall der 
mRNA Expressionsrate des Lrp1 zeigt sich unter beiden GLP-1 Varianten und könnte 
auf eine gestörte hepatische Aufnahme von Lipoprotein-Remnants deuten. Die ABC 
Transporter Abca-1 [463], Abcg-1 [464] und Abcg-5 [465] vermitteln die zelluläre Cho-
lesterinexkretion. In der GLP-1 (7-37)-Gruppe wurde eine für das Abcg-1 nicht statis-
tisch gesicherte und für das Abcg-5 eine signifikante Reduktion der mRNA Expressions-
rate im Vergleich zur Kontrollgruppe quantifiziert (Abbildung 40).  
Eine divergente Regulation der mRNA Expression im Sinne einer signifikanten Steige-
rung durch GLP-1 (7-37) und einer signifikanten Absenkung durch GLP-1 (9-37) wurde 
für Cyp7A1 beobachtet (Abbildung 40). Dieses Cytochrom P450 Enzym initiiert den ers-
ten Schritt der Gallensäuresynthese und ist damit maßgeblich an der Cholesterinelimi-
nation beteiligt [466]. In Tiermodellen wurde belegt, dass eine Überexpression des 
Cyp7A1 sowohl in Wildtyp- als auch LDL-Rezeptor-/- Mäusen vor einer Diät-induzierten 
Hypercholesterinämie sowie einer hepatischen Cholesterinakkumulation schützt [467-
469] und vica versa der Knockout des Gens mit einer Hypercholesterinämie assoziiert 
ist [470]. In diesem Zusammenhang wurde im vorliegenden LDL-Rezeptor-/- Modell wei-
terhin die mRNA Expressionrate des LXR, als bekannten positiven Regulator des 
Cyp7A1, und des Transkriptionsfaktors Srebf-2 quantifiziert und eine fehlende Regulati-
on beider Gene unter den GLP-1 Varianten ermittelt. Ratliff et al. (2006) [469] beschrei-




tisches Expressionsprofil, wie es sich in der GLP-1 (7-37)-Gruppe mit Induktion der 
Cyp7A1 zeigt. Anhand der unveränderten oder signifikant erniedrigten mRNA Expressi-
on der Lipoprotein-Rezeptoren (Lrp, Scarb-1) und Cholesterintransporter (Abca-1, 
Abcg-1, Abcg-5) kann geschlussfolgert werden, dass keine Erhöhung des hepatischen 
Cholesterin-Uptake noch der Cholesterinexkretion vorliegt. Jedoch lässt sich anhand 
der Induktion der Cyp7A1 eine vermehrte Gallensäuresynthese vermuten, die eine Er-
klärung für den tendenziell erniedrigten Cholesteringehalt der Leber in der GLP-1 
(7-37)-Gruppe bieten könnte. Eine Regulation der Cyp7A1 durch die Transgene wurde 
in den Wildtypmäusen nicht konstatiert und ist demnach vermutlich an das Auftreten 
hoher Cholesterinspiegel oder ein erhöhtes Angebot an Nahrungscholesterin gebunden 
(Abbildung A 1). Das NPC1L1 ist maßgeblich an der Absorption des nutritiven als auch 
biliären Cholesterins beteiligt und zeigt eine hohe Expression im Jejunum [336, 471]. 
Eine statistisch gesicherte Modifikation der intestinalen Expression des NPC1L1 infolge 
der Transgenexpressionen wurde nicht nachgewiesen (Abbildung 40). Es besteht die 
Vermutung, dass die schwache Regulation der HMG-CoA-Reduktase im Zusammen-
hang zur Cyp7A1 steht. Als Schlüsselenzym der Cholesterinbiosynthese erfolgt eine 
kompensatorische Hochregulation der HMG-CoA-Reduktase bei reduziertem hepati-
schem Cholesteringehalt [467-468, 472]. Die erniedrigte Cyp7A1 mRNA Expression un-
ter GLP-1 (9-37) geht gemäß den Literaturangaben mit einer Hypercholesterinämie ein-
her, wohingegen die Induktion des Gens infolge der Überexpression des aktiven GLP-1 
keine Hypocholesterinämie im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweist.  
An dieser Stelle sind weitere Untersuchungen erforderlich um die beobachteten kontro-
versen Effekte zu klären und in Zusammenhang zu bringen. Zudem liegen zum aktuel-
len Zeitpunkt keine Vergleichsdaten zur Wirkung des GLP-1 (9-37) auf den Lipid-
stoffwechsel vor. Folgende Fragen bleiben offen: Welche Mechanismen liegen dem auf 
Normaldiät erzielten günstigen Lipidmodifikationen zu Grunde? Worin liegen die Ursa-
chen für den Shift im Lipidprofil nach Diätumstellung beziehungsweise welche Diätbe-
standteile sind hierfür im Sinne einer Umwelt-Gen-Interaktion verantwortlich? Gibt es 
dabei weitere divergente Regulationen zwischen GLP-1 (7-37) und (9-37), die eine Er-
klärung für die GLP-1 (9-37) induzierte Hypercholesterinämie auf HFD erklären? Zur 
Beantwortung der ersten Fragestellung bietet sich eine Wiederholung des Modells ohne 
Diätwechsel oder der Wechsel in das ApoE-/- Mausmodell mit Gabe einer Normaldiät 




des HDL-C auf eine erhöhte periphere Expression des Abca-1 zurückzuführen ist. Das 
Abca-1 vermittelt den Cholesterin-Efflux von Makrohagen auf ApoA-1 oder pre-β-HDL 
(naszierendes HDL) und wirkt damit als essentieller Bestandteil des rCT atheroprotektiv 
[473]. Nachfolgende Untersuchungen zur Klärung der zwei weiteren Fragen sollten die 
Bestimmung der Cholesterinsyntheserate und -exkretion sowie die Erfassung der Cho-
lesterinfreisetzung und -Clearance beinhalten (Lipid-Turnover-Versuche). 
 
4.6 Anti-inflammatorische Effekte des Exendin-4, GLP-1 (7-37) und GLP-1 
(9-37)  
Die Effekte des GLP-1 Systems auf Entzündungsparameter wurden in drei verschiede-
nen Modellen untersucht. In einem Vorversuch wurden BALB/c Mäuse über sieben Ta-
ge mit Exendin-4 behandelt. Die dabei eingesetzte tägliche Dosis von 12 nmol/kg ist 
vergleichbar mit den Studien von Park et al. (2007) und Arakawa et al. (2010), die eine 
Wirksamkeit auf Entzündungs- oder Adhäsionsmarker bei der täglichen Administration 
von 1 nmol/kg beziehungsweise 24 nmol/kg nachweisen konnten [264, 446]. Unabhän-
gig von einer Modulation des Körpergewichtes zeigte sich nach Induktion eines akuten 
Inflammationsreizes eine durch Exendin-4 um 69 % verminderte mRNA Expression des 
TNF-α in den Leukozyten (Tabelle 29 und Abbildung 18). Hinsichtlich der mRNA Ex-
pression des IL-1β und der Serumkonzentration des IL-6 konnte keine Verminderung 
nach Exendin-4 Administration konstatiert werden.  
Anhand der im Vorversuch angedeuteten anti-inflammatorischen Wirkung des GLP-1 
Rezeptor-Agonisten wurde die Hypothese, dass aktives GLP-1 das Ausmaß einer 
NASH über die Suppression entzündlicher Prozesse vermindert, aufgestellt und mittels 
AAV-vermittelter Transgenexpression geprüft. Parallel dazu wurde im gleichen Versuch 
das metabolisierte GLP-1 untersucht. Die Gabe der MCD-Diät geht mit einer verstärkten 
hepatischen Makrophagen-Infiltration und damit der erhöhten Expression an Zytokinen 
(IL-6, TGF-1β, TNF-α) und Adhäsionsmolekülen (VCAM-1, ICAM-1, MCP-1) einher 
[351]. Die Überexpression des GLP-1 (7-37) als auch GLP-1 (9-37) zeigten bei unver-
ändertem Lebergewicht und Transaminasespiegeln eine deutliche anti-inflammatorische 
Wirkung in der Leber (Tabelle 30, Tabelle 31 und Abbildung 23). Trotz des nachgewie-
senen geringeren Entzündungszustandes in der Leber zeigte sich in beiden GLP-1-




TGF-1β in der Leber wurde lediglich tendenziell durch GLP-1 (9-37) vermindert 
(Abbildung 23). Als bedeutender Induktor der hepatischen Fibrose fördert TGF-1β die 
Differenzierung von Kupfferschen Sternzellen in Myofibroblasten sowie die Expression 
von Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen (TIMPs) und fördert die Kollagensynthese 
[474]. Der beschriebene Versuch musste nach einer Dauer von vier Wochen (vier Wo-
chen MCD-Diät) wegen des rapiden Gewichtsverlustes und der Verschlechterung des 
Allgemeinzustandes der Tiere beendet werden. Zur Ausbildung einer quantifizierbaren 
Fibrose ist eine MCD-Diätintervention von mindestens acht Wochen notwendig [475-
476]. Daher vermutet die Verfasserin, dass eine längere Dauer des Versuches mit stär-
ker induzierter Fibrogenese mit einer Modifikation dieser durch das GLP-1 System as-
soziiert sein könnte. Eine Wiederholung des gleichen Modells in Wildtypmäusen mit ei-
nem höheren Ausgangsgewicht würde sich zur Bestätigung der anti-inflammatorischen 
Wirkung und zur weiteren Untersuchung möglicher Effekte auf die Entstehung oder das 
Ausmaß einer Fibrose empfehlen.  
Im Rahmen des Atherosklerosemodells wurden ebenfalls Inflammationsparameter unter 
dem Einfluss der AAV-vermittelten Überexpression von GLP-1 (7-37) und (9-37) unter-
sucht. Die Gabe einer HFD diente dabei zur Provokation einer Adipositas, welche er-
wiesenermaßen mit einer systemischen Entzündung, die ihren Ursprung sowohl im 
Fettgewebe als auch in der Leber findet, assoziiert ist [477]. Infolge der Überexpression 
des aktiven GLP-1 zeigte sich sowohl in der Leber als auch in der A. carotis eine um 
mehr als 70 % signifikant gesenkte Expression des MCP-1. Für das metabolisierte 
GLP-1 ließ sich eine vergleichbare Verminderung der MCP-1 mRNA Expressionsrate in 
der Leber nachweisen. In der A. carotis wurde durch beide GLP-1 Varianten die Ex-
pression des TNF-α gleichermaßen um 68 % sowie 69 % gesenkt (Abbildung 41). Be-
reits in verschiedenen in vitro Studien konnten anti-inflammatorische Effekte des aktiven 
GLP-1 und der GLP-1 Rezeptor-Agonisten nachgewiesen werden [264-266, 427-428]. 
In primären Mausmakrophagen und einer humanen endothelialen Zelllinie erbrachten 
Arakawa et al. (2010) und Hattori et al. (2010) den Nachweis, dass GLP-1 Rezptor-
Agonisten die Aktivierung des NF-kB-Signalweges supprimieren [264-265]. Weiterhin 
können vermutlich zellprotektive Wirkungen des GLP-1 Systems, die vor allem in 
pankreatischen Zellsystemen zu beobachten sind, auf entzündungshemmende Mecha-
nismen zurückgeführt werden [478]. In wieweit die Vermittlung der anti-inflamma-




zeptor und den cAMP-abhängigen Signalweg vermittelt wird, ist noch Gegenstand aktu-
eller Diskussionen [264-266]. Eine Modulation von Entzündungsprozessen durch das 
metabolisierte GLP-1 wurde bis heute noch nicht untersucht. Die hier nachgewiesene 
entzündungshemmende Wirkung des GLP-1 (9-37) lässt auf eine GLP-Rezeptor unab-
hängige Vermittlung schließen. Das Ziel nachfolgender Analysen sollte es sein, die zu 
Grunde liegenden Mechanismen und Signalwege aufzuklären. 
 
4.7 GLP-1 (9-37) induziert Atherosklerose in LDL-Rezeptor-/- Mäusen 
Die Entstehung der Atherosklerose, die mit einem chronisch entzündlichen Zustand des 
Gefäßsystems einhergeht, wird maßgeblich durch die Komponenten des MetS 
(Adipositas, Diabetes und Dyslipidämie) begünstigt [82]. In der vorliegenden Arbeit wur-
de eine signifikant erhöhte Ausbildung atheroklerotischer Plaques sowohl in der Ge-
samtaorta als auch auf Herzklappenebene in den LDL-Rezeptor-/- Mäusen infolge der 
Überexpression des GLP-1 (9-37) festgestellt. Es zeigte sich keine Modifikation im 
Ausmaß der Atherosklerose in der GLP-1 (7-37)-Gruppe (Abbildung 42, Abbildung 43 
und Abbildung 44). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Daten von Arakawa et 
al. (2010) und Nagashima et al. (2011), die eine atheroprotektive Wirkung des Exendin-
4 sowie des GLP-1 (7-36amid) in ApoE-/- Mäusen nachweisen konnten. Nagashima et 
al. (2011) untersuchten zudem im selben Mausmodell das GLP-1 (9-36amid), konnten 
jedoch keine Effekte des Peptides auf das Ausmaß der Atherosklerose feststellen. Me-
chanistisch erklären die Autoren beider Gruppen den atheroprotektiven Effekt des akti-
ven GLP-1 und Exendin-4 über eine verminderte endotheliale Monozytenadhäsion ein-
hergehend mit einer reduzierten aortalen Expression von VCAM-1 und ICAM-1 sowie 
über eine Inhibition der Schaumzellenbildung [264, 479]. Eine Reduktion endothelialer 
Adhäsionsmoleküle wurde ebenfalls in vitro unter Behandlung mit Liraglutide und akti-
vem GLP-1 beschrieben [265, 480]. Die verminderte endotheliale Entzündungsreaktion 
könnte sowohl über eine direkte anti-inflammatorische Wirkung des GLP-1 als auch in-
direkt über einen verbesserten Glukosemetabolismus mit reduzierter Ausbildung an 
AGEs vermittelt worden sein.   
Obgleich im erläuterten LDL-Rezeptor-/- Modell ebenfalls eine verminderte vaskuläre 
Inflammation mit supprimierter TNF-α und MCP-1 Expression in den Carotiden und eine 




erwies sich dies als nicht ausreichend effektiv um den Atheroskleroseprozess zu ver-
mindern. Die im Gegensatz dazu nachweisbare vermehrte Atherosklerose unter 
metabolisiertem GLP-1 ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das erhöhte GC in dieser 
Gruppe zurückzuführen, dass als wesentlicher Faktor die Plaquebildung in LDL-
Rezeptor-/- Mäusen determiniert (siehe auch Abschnitt IV3.3) [374, 390, 430-432]. Me-
chanistisch ließ sich desweiteren eine vermehrte mRNA Expression des Scavenger Re-
zeptors CD36 in der A. carotis der GLP-1 (9-37) transfizierten Tiere nachweisen 
(Abbildung 45). Das CD36 ist ein multifuktionelles Membranprotein welches auf 
mononukleären Phagozyten, Thrombozyten, Adipozyten, Myozyten, Endothelial- und 
Epithelzellen exprimiert wird. Als Scavenger Rezeptor ist das CD36 an der Aufnahme 
modifizierter Lipoproteine (oxLDL) beteiligt [481]. Entsprechend wurde ex vivo eine 
verminderte Schaumzellenbildung in Makrophagen von CD36-/- Mäusen und zudem ei-
ne verminderte Ausbildung atherosklerotischer Plaques in CD36-ApoE-Doppelknock-
out-Mäusen festgestellt [482]. Die Expression von CD36 wird durch die Exposition mit 
oxLDL über den Transkriptionsfaktor PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma) gesteigert, was wiederrum als sich-selbst-verstärkender Zyklus die Aufnahme 
von oxLDL begünstigt und die Schaumzellenbildung forciert [458, 481]. Die erhöhten 
Cholesterinspiegel in der GLP-1 (9-37)-Gruppe lassen auf einen hohen oxLDL Spiegel 
schließen, der über die nachgewiesene Induktion von CD36 die Schaumzellenbildung 
forciert und zu einer verstärkten Atherogenese beigetragen haben könnte. Erstaunli-
cherweise war trotz verstärkter Ausbildung atherosklerotischer Plaques eine moderate 
anti-inflammatorische Wirkung des GLP-1 (9-37) in der Gefäßwand nachweisbar, die 
jedoch in diesem Zusammenhang zu keiner Prävention der Atherosklerose geführt hat. 
In wieweit sich diese Untersuchungen auf den Menschen übertragen lassen, ist zu die-
sem Zeitpunkt unklar. Es bleibt als Fragestellung offen, ob und in welchem Ausmaß ei-
ne Langzeittherapie mit aktivem GLP-1 oder GLP-1 Analoga über die anti-diabetischen 
und anti-inflammatorischen Wirkungen kombiniert mit oder isoliert von Modifikationen im 
Lipidmetabolismus zur Prävention atherosklerotischer Veränderungen beim Menschen 





4.8 GLP-1 (9-37) ist ein aktiver Metabolit des GLP-1 (7-37) 
Anhand der vorgestellten Daten kann geschlussfolgert werden, dass das GLP-1 (9-37) 
dem GLP-1 (7-37) analoge und divergente Wirkungen besitzt und damit als aktiver 
Metabolit definiert werden kann. Bereits in anderen Studien wurde ein Nachweis von 
eigenständigen Funktionen des metabolisierten GLP-1 erbracht und auf das Bestehen 
weiterer Rezeptoren verwiesen [183, 216, 219, 227, 230, 483]. Dabei wurde unter ande-
rem gezeigt, dass die protektiven kardiovaskulären Effekte des metabolisierten GLP-1 
sich nur begrenzt durch Exendin (9-39) antagonisieren lassen [230] und auch in Abwe-
senheit des GLP-1 Rezeptors nachweisbar sind [219, 483]. Elahi et al. (2008) konnten 
eine durch GLP-1 (9-37amid) induzierte Hemmung der hepatischen Glukoneogenese 
ermitteln und gehen daher ebenfalls von einem unbekannten GLP-1 Rezeptor in der 
Leber aus [216]. Für das Peptid YY (PYY), ebenfalls ein DPP4-Substrat, ist ein ähnli-
cher Mechanismus bekannt. Die biologischen Funktionen des PYY (1-36) und die des 
aktiven PYY-Metaboliten (PYY 3-36) werden über verschiedene Rezeptoren trans-
duziert [216, 484]. 
Zur Diskussion der vorgestellten Daten wird eine Rezeptorhypothese in Anlehnung an 
die Ansätze von Elahi et al. (2008) aufgestellt. Elahi et al. (2008) vermuten, dass nach 
Induktion der pankreatischen Effekte durch das aktive GLP-1 infolge der rapiden DPP4-
Spaltung alle extrapankreatischen Wirkungen über das metabolisierte GLP-1 an einem 
zweiten Rezeptor vermittelt werden [216]. Die Annahme eines weiteren Rezeptors wird 
in diesem Zusammenhang durch die geringe Affinität des GLP-1 Metaboliten am be-
kannten GLP-1 Rezeptor [142] sowie die dem GLP-1 Rezeptor verschiedenen Signal-
transduktionswege in Fett-, Muskel- und Leberzellen gestützt [207, 209-214]. Weiterhin 
wird die Vermutung aufgestellt, dass Adipositas und Insulinresistenz die Expression 
oder über RAMP´s (receptor activity modifying proteins) die Ligandenbindung des be-
kannten als auch unbekannten GLP-1 Rezeptors beeinflussen könnten [216]. Eine Mo-
difikation der Rezeptoraffinität für verschiedene Liganden durch RAMP´s wird für den 
Calcitonin gene-related Peptide Rezeptor, welcher ebenfalls zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehört, beschrieben [485]. Die Verfasserin der vorliegenden 
Arbeit stellt auf Grundlage der eigenen präsentierten Daten die Hypothese auf, dass die 
extrapankreatischen Effekte beider GLP-1 Varianten (Lipidmetabolismus, Inflammation) 
in den eingesetzten Tiermodellen über mindestens zwei Rezeptoren vermittelt werden. 




A. carotis exprimiert wird und eine gleiche Bindungsaffinität für aktives und meta-
bolisiertes GLP-1-unabhängig vom metabolischen Zustand aufweist, erfolgt die Trans-
duktion der entzündungshemmenden Wirkung und die Verbesserung des Lipidprofils 
unter Normaldiät. Hsieh et al. (2010) zeigen, dass die Exendin-4 induzierte Reduktion 
postprandialer Triglyzerid-reicher Lipoproteine GLP-1 Rezeptor-abhängig vermittelt wird 
[415]. Die hier beobachtete identische Effektstärke beider GLP-1 Varianten auf die Se-
rumlipide unter Normaldiät steht in Kontrast zur geringen Bindungsaffinität des Rezep-
tors für den GLP-1 Metaboliten, so dass von einer Beteiligung des bekannten GLP-1 
Rezeptor in diesem Zusammenhang nicht ausgegangen wird. Es besteht nun die An-
nahme, dass mit der Gabe der Cholesterin- und Triglyzerid-reichen Diät oder aber mit 
der damit induzierten Adipositas sowie Insulinresistenz die Hochregulation eines zwei-
ten Hormonrezeptors oder aber eine Modifikation dessen Ligandenbindung induziert 
wird. Würde dieser metabolisch regulierte hepatische Rezeptor eine Hypercholesterin-
ämie vermitteln sowie eine alleinige Affinität zum metabolisierten GLP-1 aufweisen und 
dieses in der Gesamtheit binden, so könnte der divergente Lipidphänotyp nach Diätum-
stellung erklärt werden.  
Die Annahme, dass alle extrapankreatischen Effekte des GLP-1 über dessen Metaboli-
ten zum Tragen kommen, kann nicht uneingeschränkt gestützt werden. Lediglich die 
anti-inflammatorischen Wirkungen (TNF-α, MCP-1) könnten ausschließlich auf das kon-
tinuierlich generierte GLP-1 (9-37) zurückzuführen sein. Im Lipidmetabolismus spricht 
die divergente Regulation hinsichtlich GC-Spiegel und hepatischer Cyp7A1 mRNA Ex-
pression gegen diese Annahme.  
Die aufgestellte Hypothese ist ein Versuch die beobachteten extrapankreatischen Wir-
kungen des GLP-1 Systems zu erklären und soll nur einen Hinweis auf mögliche Ansät-
ze für nachfolgende Untersuchungen in dieser komplexen Thematik geben. 
 
4.9 Limitationen der Studie 
Die Limitationen der Versuche zur Untersuchung der Effekte des aktiven und 
metabolisierten GLP-1 auf die Risikofaktoren und das Ausmaß der Atherosklerose lie-
gen in den nachfolgenden Punkten. Es wurden ausschließlich die Spiegel des Gesamt-
GLP-1 nach Überexpression beider Transgene erfasst und keine differenzierte Quantifi-




Wirksamkeit des GLP-1, erfasst über die verbesserte Glukosetoleranz im LDL-
Rezeptor-/- Mausmodell, wurde als hinreichend nachgewiesene Funktionalität erachtet. 
Weiterhin wurden im Atherosklerosemodell nach 20 Wochen konstant hohe Spiegel an 
GLP-1 erzielt, welche sowohl basale als auch postprandiale Konzentrationen beim ge-
sunden Menschen übersteigen. Im Vergleich zu einmaligen therapeutischen Dosen des 





V ZUSAMMENFASSUNG  
Hintergrund: Das „metabolische Syndrom“ stellt einen Komplex aus den Risikofaktoren 
Adipositas, Dyslipoproteinämie, Hypertonie und gestörter Nüchternglukose dar und ist 
mit einem zweifach erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen, der führenden 
Todesursache der industrialisierten Länder, assoziiert. Die durch die Risikofaktoren for-
cierte Atherosklerose und die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH), die hepatische 
Manifestation des metabolischen Syndroms, verbindet ein progressiver chronisch-
entzündlicher Krankheitsverlauf. In der vorliegenden Arbeit galt es, die Wirkungen des 
GLP-1 Systems auf den Lipidmetabolismus, die Atherosklerose und die Inflammation in 
vivo zu charakterisieren. 
Methodik: Es wurden zwei komplementäre Atherosklerosemodelle mit LDL-
Rezeptor-/- Mäusen auf Hochfettdiät durchgeführt. Im ersten Modell erfolgte die Behand-
lung mit dem DPP4-Inhibitor PKF275-055 zur Stabilisierung der endogenen 
Inkretinspiegel. In einem zweiten Modell wurde aktives GLP-1 (7-37) und meta-
bolisiertes GLP-1 (9-37) mittels Adeno-assoziierter Viren (AAV) systemisch über-
exprimiert. Die Prüfung auf entzündungsmodulierende Effekte des GLP-1 Systems er-
folgte in einem Diät-vermittelten Inflammationsmodell. Dabei wurde in Wildtypmäusen 
mit AAV-vermittelter hepatischer Überexpression des GLP-1 (7-37) und GLP-1 (9-37) 
über eine Methionin-Cholin-defiziente-Diät eine NASH induziert. 
Ergebnisse: Die Intervention mit dem DPP4-Inhibitor PKF275-055 resultierte in einer 
Absenkung der Nüchternglukose und Verbesserung der Glukosetoleranz, bei neutraler 
Wirkung auf Serumlipidspiegel, inflammatorische Parameter und Atherosklerose. Hin-
gegen führte die Überexpression des GLP-1 (7-37) als auch des GLP-1 (9-37) unter 
Normaldiät zu einer Reduktion des Gesamtcholesterins und der Triglyzeride sowie der 
Erhöhung des HDL-Cholesterins im LDL-Rezeptor-/- Mausmodell. Mit der Umstellung 
der Tiere auf eine Hochfettdiät ging diese atheroprotektive Modifikation des Lipidprofils 
verloren und das GLP-1 (9-37) führte zur Induktion einer Hypercholesterinämie. Wäh-
rend das aktive GLP-1 (7-37), einhergehend mit der Verbesserung der Glukosetoleranz, 
keinen Effekt auf die Atherosklerose hatte, wurde unter GLP-1 (9-37) eine verstärkte 
Ausbildung atherosklerotischer Plaques konstatiert. Trotz fehlender Prävention der 




Inkretinvarianten unabhängig vom Mausmodell anti-inflammatorische Wirkungen (hepa-
tisch und endothelial) nachweisen.  
Schlussfolgerung: Sowohl das aktive GLP-1 (7-37) als auch das metabolisierte GLP-1 
(9-37) hat direkte Effekte auf die Inflammation und den Lipidstoffwechsel, die unabhän-
gig von Körpergewicht und Glukosemetabolismus vermittelt werden. Beide Inkretin-
varianten bewirken eine Diät-abhängige Modulation des Lipidprofils und sind in der La-
ge Entzündungsprozesse zu supprimieren. Eine Prävention der Atherosklerose durch 
das GLP-1 wurde nicht nachgewiesen. Die Ursachen für die fehlende atheroprotektive 
Lipidmodifikation des GLP-1 (7-37) unter Hochfettdiät und die gleichzeitig unter GLP-1 
(9-37) induzierte Hypercholesterinämie und dadurch forcierte Atherosklerose gilt es in 
weiteren Studien herauszuarbeiten. Dabei wird die Abklärung über das Bestehen weite-
rer Inkretinrezeptoren zwingend notwendig sein. Inwieweit die erhobenen Daten bezüg-
lich des metabolisierten GLP-1 auf den Menschen übertragbar sind und welche Rele-
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1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS   
AAV     Adeno-assoziierte Viren 
Abca-1    ATP-binding casette transporter-1 
Acat-2     Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase-2 
AGEs     advanced glycosylation endproducts 
AHA/NHLBI    American Heart Association; National Heart, Lung, 
     and Blood Institute 
ALAT     Alanin-Aminotransferase 
Apo     Apolipoprotein 
ASAT     Aspartat-Aminotransferase 
AUC     area under the curve 
BE     Blutentnahme 
BGH-PolyA    bovine growth hormone polyadenylation signal  
BSA     bovine serum albumin 
cAMP     cyclisches Adenosinmonophosphat 
CETP     Cholesterinester-Transferprotein 
cGMP     cyclisches Guanosinmonophosphat 
CGRP     calcitonin gene related peptide 
CMV     Cytomegalovirus 
CRP     C-reaktives Protein 
Cyp7A1    Cholesterol 7α-Hydroxylase 
DIRKO    double incretin receptor knockout 
DPP4     Dipeptidylpeptidase-4 




eGFP     enhanced green fluorescent protein 
ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay 
Fasn     Fettsäure-Synthase 
FBS     fötales bovines Serum  
FDA     Food and Drug Administration 
fFS     freie Fettsäuren 
FGFR-1    Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1  
FPLC     fast protein liquid chromatography 
G6P     Glukose-6-Phosphatase 
GAPDH    Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GC     Gesamtcholesterin 
GGT     γ-Glutamyl-Transferase 
GIP     Glucose-dependent insulinotropic Polypeptide 
GLP-1     Glucagon-like Peptide-1 
GLP-1R    GLP-1 Rezeptor 
GLP-2     Glucagon-like Peptide-2 
GRP     gastrin releasing peptide 
GRPP     glicentin-related pancreatic peptide 
GTT     Glukosetoleranztest 
H     Stunde 
HDL     high density lipoprotein 
HDL-C    HDL-Cholesterin 
HEK     human embryonic kidney 
HFD     Hochfettdiät 




HL     hepatische Lipase 
HMG-CoA-Reduktase  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase 
HOMA    Homeostasis Model Assessment 
HSPG     Heparansulfat-Proteoglykan 
ICAM-1    intercellular adhesion molecule-1 
IDF     International Diabetes Federation 
IDL     intermediate density lipoprotein 
IL-1β     Interleukin-1β 
IL-6     Interleukin-6 
ip     intraperitoneal 
IP1 / 2     intervening peptide 1 / 2 
IR     Insulinresistenz 
ITR     inverted terminal repeat 
ITT     Insulintoleranztest      
LCAT     Lecithin-Cholesterin-Acyltransferse 
LDL     low density lipoprotein 
LDL-Rezeptor-/-   low density lipoprotein receptor knockout 
LPL     Lipoproteinlipase 
Lrp1     LDL-Receptor-related Protein 1 
Lss     Lanosterol Synthase 
LXR     Liver X Receptor 
MCD     Methionin-Cholin-defizient 
MCP-1    Monocyte Chemotactic Protein-1 
MCS     multiple cloning site 




MetS     metabolisches Sydrom 
Min     Minute 
MPGF     major pancreatic proglucagon fragment 
MTP     microsomal triglycerid transfer protein 
MW     Mittelwert 
NAFL     non-alcoholic fatty liver 
NAFLD    non-alcoholic fatty liver disease 
NASH     non-alcoholic steatohepatitis 
NPC1L1    Niemann-Pick C1 Like 1 Protein 
ORF     open reading frame 
oxLDL     oxidiertes LDL 
PBS     phosphate buffered saline 
PC1/3     Prohormonconvertase 1/3  
PC2     Prohormonconvertase 2 
PCR     polymerase chain reaction 
PDX-1    pancreatic and duodenal homeobox gene 1 
PEI     Polyethylenimin 
PEPCK    Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase  
PPARγ    peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
PYY     Peptid YY 
rAAV     rekombinante Adeno-assoziierte Viren 
RAGE     receptor of advanced glycosylation endproducts 
RAMP´s    receptor activity modifying proteins 
rCt     reverser Cholesterintransport 




RT     Raumtemperatur 
Scarb-1    Scavenger Receptor Class B Member 1 
SDF-1     stromal cell-derived factor-1 
SDS     sodium dodecylsulfat 
SEAP     sekretierte alkalische Phosphatase 
Sec     Sekunde 
SEM     standard error of the mean 
SNP     single nucleotide polymorphism 
Sqle     Squalen Epoxidase 
Srebf-1    Sterol Regulatory Element Binding Factor 1 
Srebf-2    Sterol Regulatory Element Binding Factor 2 
SV-40     simian virus type 40 
T2D     Diabetes mellitus Typ 2 
TBG     Thyroxin-bindendes Globulin 
TCF7L2    Transkriptionsfaktor 7-like-2  
TG     Triglyzeride 
TGF-1β    Transforming Growth Factor-1β 
TIMPs     tissue inhibitors of matrix metalloproteases  
TNF-α     Tumor-Nekrose-Faktor-α     
VCAM-1    vascular cell adhesion molecule-1 
VLDL     very low density lipoprotein 
WHO     Weltgesundheitsorganisation 





2 ZUSÄTZLICHE DATEN 
Tabelle A 1: Restriktionsmuster der Vektor- und Helferplasmide 
Plasmid Enzym Restriktionsmuster (bp der Fragmente) 
pAAV2.1-TBG-MCS I 
Sma I 2873, 1087, 770, 11, 11 
EcoR I 3204, 1256, 292 
pAAV2.1-TBG-MCS II 
Sma I 2873, 1314, 543, 11, 11  
EcoR I 3204, 1256, 292  
pAAV2.1-CMV-MCS 
Sma I 2873, 2531, 11, 11 
EcoR I 3204, 838, 809, 575 
pAAV2.1-TBG-LacZ 
Sma I 4517, 2873, 11, 11  
EcoR I 3916, 3204, 292  
pAAV2.1-CMV-LacZ 
Sma I 4247, 2873, 11, 11  
EcoR I 3646, 3204, 292  
pAAV2.1-CMV-eGFP EcoR I 3204, 2300  
pAAV-2/8 
BamH I 3434, 2778, 832, 352  
EcoR I 2997, 2497, 1522, 218, 162  
pAd-delta-F6 
Hind III 5572, 3012, 2937, 2381, 1522  


















Abbildung A 1: hepatische mRNA Expression der Cholesterol 7α-Hydroxylase (Cyp7A1) in den 
C57BL/6 Mäusen auf MCD-Diät (n=5/Gruppe); MW ± SEM 
 
 
   
 
Abbildung A 2: Serumspiegel (A) des Gesamtcholesterin (GC), (B) des HDL-Cholesterin (HDL-C) 
und (C) der Triglyzeride (TG) über 18 Wochen PKF275-055-Intervention bei LDL-Rezeptor-/- Mäusen 








































































Abbildung A 3: Gewichtsverlauf der LDL-Rezeptor-/- Mäuse dargestellt nach Gruppen (n=10-












































                  
Abbildung A 4: Aktivierung der Proteinkinase B in (A) Fettgewebe und (B) Muskulaur der LDL-
Rezeptor-/- Mäuse; Western Blot links und densitometrische Auswertung rechts; β-Aktin als Ladekontrol-
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Abbildung A 5: Lipidprofil der LDL-Rezeptor-/- Mäuse; Serumspiegel (A) des Gesamtcholesterin 
(GC), (B) des HDL-Cholesterin (HDL-C) und (C) der Triglyzeride (TG) nach 12 und 16 Wochen post-
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